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- Cd-cadmio
- GSK-3β-glucógeno sintetasa quinasa 3
- Aβ-proteína beta amiloide
- βAPP-proteína precursora beta amiloidea
- AChE-Acetilcolinesterasa
- BHE-barrera hematoencefálica
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- CAS-Chemical Abstracts Service
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- CdBr2-bromuro de cadmio
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- Cd(NO3)2-nitrato de cadmio
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- CdO-oxido de cadmio
- CdS-sulfuro de cadmio
- CdCO3-carbonato de cadmio
- Cd3(PO4)2-ortofosfato de cadmio
- CdF2-fluoruro de cadmio
- Zn-zinc
- Fe-hierro
- Cu-cobre
- Ca-calcio
- TWI-ingesta semanal tolerable
- Cd-MT-Cd unido a metalotioneínas
- MT-metalotioneínas
- DMT1-proteína transportadora de metales divalentes
- ZTL1-transportadores apicales de zinc
- PC-plexo coroideo
- FCE-fluido cerebro espina
- GABA-ácido gamma aminobutírico
- LPO-lipoperoxidación
- GPx-antioxídantes glutatión peroxidasa
- CAT-catalasa
- SOD-superoxidodismutasa
- IP3R1-receptor de inositol trifosfato 1
- NF-kB-factor nuclear kapa beta
- UV-ultra violeta
- VER-reparación de la ruptura de las bases
- NER- reparación de la escisión de nucleótidos
- MMR-reparación incorrecta
- hOGG1-8-oxoguanina ADN N-glicosilasa 1 humana
- Fpg-formamidopirimidina
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CADMIUM NEUROTOXIC EFFECTS ON BASAL FOREBRAIN CHOLINERGIC
NEURONS AND ITS IMPLICATIONS IN THE INDUCTION OF COGNITIVE
DISFUNCTIONS
INTRODUCTION
Cadmium (Cd) is a neurotoxic compound that produces cognitive dysfunctions, although the
mechanisms involved are unknown. The learning and memory processes are regulated by the
cholinergic system of the basal forebrain, therefore blockade of cholinergic transmission or
death of cholinergic neurons in this region could be related to the deterioration of cadmium-
induced memory. In this sense, it has been described in other brain regions that cadmium blocks
cholinergic transmission through the reduction of choline acetyltransferase (ChAT) activity and
in turn blocks muscarinic receptors which may, in addition to participating in cholinergic
transmission, participate in the maintenance of neuronal viability, specifically the muscarinic
M1receptor (M1R). It has also been reported to induce selective killing of cholinergic neurons
at the peripheral level. In addition, cadmium has been reported to activate the enzyme glycogen
synthase kinase 3 (GSK-3β), induces phosphorylation of Tau proteins and formation of amyloid
beta (Aβ) proteins in brain regions other than the basal forebrain, and these mechanisms have
been linked to the induction of selective killing of cholinergic neurons Of the basal forebrain in
Alzheimer's disease. Also, it has been pointed out that cadmium generates reactive oxygen
species (ROS) which can induce the described mechanisms. Finally, it has been described in
other brain regions that all these effects are regulated by the M1 receptor. Consequently, we
hypothesized that cadmium induces blockade of cholinergic transmission and a selective death
of cholinergic neurons of the basal forebrain mediated by the generation of ROS that partly
mediate the blockade of M1 receptors, which trigger this effect through of the induction
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mechanisms described in other brain regions through altered expression of
acethylcholinesterase (AChE) variants. Our results may help explain the cognitive dysfunctions
observed in cadmium toxicity.
MATERIAL AND METHODS
To test our hypothesis, we first used primary cultures of basal forebrain neurons to
evaluate the selectivity of cadmium toxicity on cholinergic central nervous system (CNS)
neurons and to evaluate whether M1R silencing induces a more pronounced death on basal
forebrain cholinergic neurons. As a marker of cholinergic neurons, we chose AChE, because
all cholinergic neurons in the basal forebrain express AChE, which makes it a valid marker for
cholinergic neurons in this region (Makuch et al., 2001). In addition, it is expressed during
growth of cholinergic axons, whereas ChAT, also a marker of cholinergic neurons, may not be
expressed during growth (Makuch et al., 2001).
Second, we used SN56 cells, a murine neuroblastoma cholinergic cell line derived from
septal neurons (Hammond et al., 1990), as a model of cholinergic neurons in the anterior basal
brain region to evaluate the toxic effects of Cd on this specific type of Neurons and the
mechanisms through which they are induced. SN56 cells were differentiated because they have
been reported to be more sensitive to neurotoxic composting that affect cholinergic pathways
(Bielarczyk et al., 2003, Szutowicz et al., 2006).
In SN56 neurons treated for 24 h with Cd at concentrations between 0.1 μM to 10 mM
with or without N-acetyl cysteine (NAC, 1 mM) and with or without Ach (0.01 μM-100 μM),
The effect of cadmium on the cellular content of acetylcholine (ACh), malondialdehyde
- 15 -
   
             
            
         
             
               
               
                  
               
 
               
              
            
              
               
                   
                
                 
               
               
                  
                
                
                
                
                
              
(MDA), lactate dehydrogenase (LDH) and the content of hydrogen peroxide (H2O2), AChE and
acetylcholine transferase activities, M1R blockade, and on the expression of AChE variants,
high affinity choline transporter (CHT), vesicular acetylcholine transporter (VAChT),
muscarinic M1receptor, GSK-3β and amyloid beta precursor protein (βAPP), as well as the
effects of the silencing of AChE, M1R, GSK-3β and βAPP or the co-treatment with antioxidants
on cell viability and the interaction of these mechanisms between them. SN56 cells were plated
in 6-well plates at a density of 106 cells/well. At least 3 replicates per well/ treatment were used.
A vehicle treated group was used in parallel for each experiment as a control group.
There is little information on the concentration of cadmium that can reach the CNS both
after acute and chronic exposure. The greatest chronic exposure occurs in mine workers and
industries such as foundries, battery factories, welding, waste incineration plants and pigment
production, or in residents of areas contaminated with cadmium because of their proximity to
these industries. In this sense, it has been described that miners chronically exposed to cadmium
reach levels up to 6.2 μM in the CNS (Falnoga et al., 2000). Also, residents living near a smelter
have reported that cadmium levels present in the CNS were around 1.4 μM (Auermann et al.,
1979). On the other hand, the levels of cadmium in the CNS determined in the autopsies of
patients with Alzheimer's disease reached up to 1.2 μM (Panayi et al., 2002). The observed
values of cadmium in different brain regions at autopsies of control individuals were from 0.2
μM to 0.9 μM (Falnoga et al., 2000, Panayi et al., 2002). It has been reported that smokers
present in their body twice the levels of cadmium present in nonsmokers, and these values are
four times higher in large smokers (ATSDR, 2012), implying that levels in their brain could Be
greater than 1 μM taking into account the normal values found in non-smokers. In addition, it
has been reported that blod brain barrier (BBB) is not fully developed in young animals (Wang
y Du, 2013), so that cadmium concentrations higher than those reached in adults may reach the
brain, although data are not available. According to these data, those of cadmium concentrations
- 16 -
   
                 
                
                
              
                 
                  
              
               
                 
               
             
      
 
 
 
            
 
 
from 1 μM to 10 μM would be relevant for chronic human exposure. Acute exposure may occur
	
in large doses as an occupational hazard or accidental escape of cadmium. In these cases, there
is no information on the levels of cadmium that could reach the CNS, although it would
probably be around 100 μM, as described by Hossain et al. (2009). Therefore, cadmium
concentrations from 10 μM to 100 μM would be relevant for high acute levels of exposure. In
this sense, we have chosen the concentrations from 1 μM to 100 μM to determine the effects of
cadmium on cell viability, selective toxicity on cholinergic neurons of PSB, gap of M1R,
content of cellular proteins Aβ 1-40, Aβ 1-42, total and phosphorylated Tau, and the expression
of the enzyme GSK-3β and varintes of AChE. We chose the 10 μM concentration to be relevant
for both acute and chronic toxicity, to test the hypothesis that cadmium mediates its mechanisms
described by blocking the M1R through the AChE variants. Figure 1 represents the
experimental design followed in the research.
Figure 1. Summarizes the protocol and experimental design followed in this investigation
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RESULTS AND DISCUSSION
	
The present study demonstrates that cadmium induced cell death, in a concentration-
dependent manner, in the primary neuronal culture used from the basal forebrain region, this
being more pronounced on AChE positive neurons, indicating that cholinergic neurons Are
more sensitive to the toxicity of cadmium. The observed difference between cadmium-induced
selective cell death on cholinergic neurons at peripheral nervous system level and the more
pronounced but non-selective death on cholinergic neurons of the basal forebrain may be related
to differences in cadmium distribution and accumulation in Different regions, just as these
differences are observed within the spinal cord. On the other hand, in the culture of cholinergic
neurons SN56 we observed a concentration-dependent reduction of cellular viability with the
apoptosis induction to the necrosis.
In addition, we observed in the SN56 neuron culture a concentration-dependent decrease in
ACh levels correlated with the concentration-dependent reduction of ChAT activity, but not the
alteration of AChE activity as a function of concentration. ACh plays a role in cell survival
through cholinergic receptor activation (Resende and Adhikari, 2009), and a reduction in their
levels could induce cell death. However, the co-incubation of ACh with cadmium was not able
to reduce cell death induced by cadmium, suggesting that other mechanisms must be involved.
In this sense, cadmium blocked the M1R receptors in the range of concentrations previously
described, which support our results and could explain why co-administration of cadmium ACh
did not reverse the observed effects on the viability of cholinergic neurons Basal forebrain. In
addition, results show that blockade of M1R by cadmium contributes significantly to the more
pronounced cell death of cholinergic neurons, but suggest that other mechanisms are involved
in this effect.
- 18 -
   
 
              
                
             
              
              
                  
            
             
               
             
             
               
            
              
                
              
                
 
 
 
            
               
             
                 
In this sense, cadmium treatment of SN56 neurons also increased expression of the AChE-S
variant and decreased expression of the AChE-R variant, as well as increased levels of total and
phosphorylated Aβ, Tau and increased expression of the enzyme GSK-3β, which is in
agreement with previous studies (Wang et al., 2007). However, the cadmium treatment of the
silenced SN56 cells against AChE, βAPP or GSK-3β partially reversed the induction of cell
death in each case, and in the latter case also the increase in the levels of total and
phosphorylated Tau proteins, which evidenced the implication of these mechanisms in inducing
the death of cholinergic septal neurons. In addition, the cadmium treatment of simultaneously
silenced SN56 cells for AChE, M1R, βAPP and GSK-3β reduced the increase in cell death
produced by treatment with cadmium alone. These data suggest that mechanisms other than
those described above are implicated in cell death induced on cholinergic septal neurons.
Blocking of the M1R medium induces the mechanisms described that lead to the generation of
neuronal death and alteration of cholinergic transmission through altered AChE variants, but
which other mechanisms may be involved. The cadmium treatment of the SN56 cells induced
the generation of ROS and of lipid peroxidation leading to the induction of cell death. The
generation of ERO means the activation of all mechanisms described in part through the
blockage of the M1R and these in turn through the alteration of the variants of AChE.
CONCLUSIONS
Cadmium induces an alteration in cholinergic transmission and a more pronounced but non-
selective cell death on cholinergic neurons in the basal prosencephalo, mediated in part by the
induction of ROS and the blocking of muscarinic M1 receptors. Blockade of muscarinic
receptors by cadmium is mediated in part by the generation of ROS. On the other hand, these
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two actions induce in part the alteration of AChE variants which induce the overexpression of
	
GSK-3β and an increase in total and phosphorylated Aβ, Tau proteins that give rise to neuronal
death. Therefore, the observed effects on cholinergic neurons of the basal forebrain may be, in
part, responsible for learning deficits observed in cadmium toxicity. On the other hand, although
higher levels of cadmium have been found in the brain tissues of patients with AD than in
healthy individuals and has been reported as a possible risk factor for AD, their involvement
has not yet been demonstrated. Our results could support its possible implication because
cadmium altered the main markers of AD. However, they could also suggest that cadmium
toxicity may share some mechanisms with AD that induce the symptoms they share. Further
studies should be developed with the objective of determining the remaining mechanisms
involved in the most pronounced cell death observed in cholinergic neurons and also the
complete mechanisms by which the generation of ROS and the blockage of M1R mediates this
effect, as well as To corroborate in vivo that this effect mediates the cognitive disorders
observed after exposure to cadmium. These results are of great interest because they could lead
to a better understanding of the mechanisms responsible for producing the cognitive alterations
induced by cadmium.
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RESUMEN
	
INTRODUCCIÓN
	
El cadmio (Cd) es un compuesto neurotóxico que produce disfunciones cognitivas,
aunque los mecanismos implicados son desconocidos. Los procesos de aprendizaje y memoria
son regulados por el sistema colinérgico del prosencéfalo basal, por lo tanto, el bloqueo de la
transmisión colinérgica o la muerte de neuronas colinérgicas en esta región podrían estar
relacionados con el deterioro de la memoria inducido por el cadmio. En este sentido, se ha
descrito en otras regiones cerebrales que el cadmio bloquea la transmisión colinérgica a través
de la reducción de la actividad de la acetilcolina transferasa (ChAT) y a su vez bloquea
receptores muscarínicos, los cuales pueden además de participar en la transmisión colinérgica
participar en el mantenimiento de la viabilidad neuronal, específicamente los receptores
muscarínicos M1 (RM1). También se ha descrito que induce la muerte selectiva de neuronas
colinérgicas a nivel periférico. Además, se ha descrito que el cadmio activa la enzima glucógeno
sintetasa quinasa 3 (GSK-3β), induce la fosforilación de proteínas Tau y la formación de
proteínas amiloideas beta (Aβ) en regiones cerebrales distintas al prosencéfalo basal, y dichos
mecanismos se han relacionado con la inducción de muerte selectiva de neuronas colinérgicas
del prosencéfalo basal en la enfermedad de Alzheimer. También, se ha descrito que el cadmio
genera especies reactivas de oxigeno (ERO) las cuales pueden inducir los mecanismos
descritos. Finalmente, se ha descrito en otras regiones cerebrales que todos estos efectos son
regulados por el receptor M1. En consecuencia, nosotros hipotetizamos que el cadmio induce
el bloqueo de la transmisión colinérgicas y una muerte selectiva de las neuronas colinérgicas
del prosencéfalo basal mediada por la generación de ERO que media en parte el bloqueo de los
receptores M1, los cuales desencadenan este efecto a través de la inducción de los mecanismos
descritos en otras regiones cerebrales a través de la alteración de la expresión de las variantes
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de la AChE. Nuestros resultados podrían ayudar a explicar las disfunciones cognitivas
	
observadas en la toxicidad de cadmio.
MATERIAL Y MÉTODOS
Para probar nuestra hipótesis, en primer lugar, utilizamos cultivos primarios de neuronas
del prosencéfalo basal para evaluar la toxicidad selectividad del cadmio sobre las neuronas
colinérgicas del sistema nervioso central (SNC) y para evaluar si el silenciamiento de M1R
induce una muerte más pronunciada sobre las neuronas colinérgicas de prosencéfalo basal.
Como marcador de las neuronas colinérgicas, elegimos la acetilcolinesterasa (AChE), debido a
que todas las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal expresan AChE, lo que la convierte
en un marcador válido para las neuronas colinérgicas de esta región (Makuch et al., 2001).
Además, se expresa durante el crecimiento de los axones colinérgicos, mientras que la ChAT,
también marcador de las neuronas colinérgicas, puede no ser expresado durante el crecimiento
de los mismos (Makuch et al., 2001).
En segundo lugar, utilizamos células SN56, una línea celular colinérgica de
neuroblastoma murino derivada de neuronas septales (Hammond et al., 1990), como modelo de
neuronas colinérgicas de la región cerebral basal anterior para evaluar los efectos tóxicos del
cadmio en este tipo específico de neuronas y los mecanismos a través de los que son inducidos.
Las células SN56 fueron diferenciadas porque se ha descrito que son más sensibles a
compuestos neurotóxicos que afectan a las vías colinérgicas (Bielarczyk et al., 2003, Szutowicz
et al., 2006).
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Se evaluó, en neuronas SN56 tratadas durante 24 horas con cadmio a concentraciones
	
entre 0,1 µM a 10 mM con o sin N-acetil cisteína (NAC; 1 mM) y con o sin ACh (0,01 µM-
100 µM), el efecto del cadmio sobre el contenido celular de acetilcolina (ACh), del
malondialdehído (MDA), del contenido de lactato deshidrogenasa (LDH) y el contenido de
peróxido de hidrógeno (H2O2), las actividades de la AChE y la ChAT, el bloqueo del receptor
muscarínico M1, la expresión génica de la AChE y sus variantes, del transportador de colina
de alta afinidad (CHT), del transportador vesicular de acetilcolina (VAChT), del receptor
muscarínico M1, GSK-3β y la proteína precursora beta amiloidea (βAPP), así como los efectos
del silenciamiento de AChE, RM1, GSK-3β y βAPP o el co-tratamiento con antioxidantes sobre
la viabilidad celular y de la interacción de estos mecanismos entre sí. Las células SN56 se
sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 106 células/pocillo. Se usaron al menos 3
réplicas por pocillo/ tratamiento. Un grupo tratado con vehículo se utilizó en paralelo para cada
experimento como un grupo de control.
Existe poca información sobre la concentración de cadmio que puede llegar al SNC tanto
tras exposición aguda como crónica. La mayor exposición crónica ocurre en los trabajadores de
minas e industrias como fundiciones, fábricas de baterías, soldaduras, plantas de incineración
de residuos y producción de pigmentos o en los residentes de áreas contaminadas con cadmio
por su proximidad a de estas industrias. En este sentido, se ha descrito que los mineros
expuestos crónicamente al cadmio alcanzan niveles de hasta 6,2 µM en el SNC (Falnoga et al.,
2000). También, se ha descrito en los residentes que vivían próximos a una fundición que los
niveles de cadmio presentes en el SNC eran en torno a 1,4 µM (Auermann et al., 1979). Por
otra parte, los niveles de cadmio en el SNC determinados en las autopsias de pacientes con
enfermedad de Alzheimer alcanzaron hasta 1,2 µM (Panayi et al., 2002). Los valores
observados de cadmio en diferentes regiones cerebrales en las autopsias de los individuos
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control fueron desde 0,2 µM a 0,9 µM (Falnoga et al., 2000, Panayi et al., 2002). Se ha descrito
que los fumadores presentan en su cuerpo dos veces los niveles de cadmio presentes en los no
fumadores, y estos valores son cuatro veces más altos en los grandes fumadores (ATSDR,
2012), lo que implica que los niveles en su cerebro podrían ser superiores a 1 µM teniendo en
cuenta los valores normales encontrados en los no fumadores. Además, se ha descrito que la
barrera hematoencefálica (BHE) no está completamente desarrollada en los animales jóvenes
(Wang y Du, 2013), por lo que pueden llegar al cerebro concentraciones de cadmio más altas
que las que se alcanzan en adultos, aunque no hay datos disponibles. De acuerdo con estos
datos, las concentraciones de cadmio desde 1 µM a 10µM serían relevantes para la exposición
humana crónica. La exposición aguda puede ocurrir a grandes dosis como riesgo ocupacional
o por una fuga accidental de cadmio. En estos casos no hay información de los niveles de
cadmio que podrían llegar al SNC, aunque probablemente estaría alrededor de 100 µM, como
ha descrito Hossain et al. (2009). Por lo tanto, las concentraciones de cadmio desde 10 µM a
100 µM serían relevantes para altos niveles agudos de exposición. En este sentido, hemos
elegido las concentraciones desde 1 µM a 100 µM para determinar los efectos del cadmio sobre
la viabilidad celular, toxicidad selectiva sobre las neuronas colinérgicas del PSB, el bloqueo de
M1R, el contenido celular de las proteínas Aβ 1-40, Aβ 1-42, Tau totales y fosforiladas, y la
expresión de la enzima GSK-3β y las variantes de la AChE. Hemos elegido la concentración
de 10 µM por ser relevante para tanto la toxicidad aguda como crónica, para probar la hipótesis
de que el cadmio media sus los mecanismos descritos por bloqueo del RM1 a través de las
variantes de la AChE. La Figura 1 representa el diseño experimental seguido en la
investigación.
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Figura 1. Representación esquemática del diseño experimental de la investigación.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
El presente estudio demuestra que el cadmio indujo muerte celular, de una manera
concentración-dependiente, en el cultivo primario neuronal empleado procedente de la región
del prosencéfalo basal, siendo este efecto más pronunciado sobre las neuronas AChE positivas,
lo que indica que las neuronas colinérgicas son más sensibles a la toxicidad del cadmio. La
diferencia observada entre la muerte celular selectiva inducida por el cadmio sobre las neuronas
colinérgicas a nivel del sistema nervioso periférico y la muerte más pronunciada pero no
selectiva sobre las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal puede estar relacionada con
diferencias en la distribución y acumulación del cadmio en distintas regiones, de igual manera
que se observan estas diferencias dentro de la medula espinal. Por otro lado, en el cultivo de
neuronas colinérgicas SN56 observamos una reducción concentración-dependiente de la
viabilidad celular con la inducción de apoptosis y la necrosis.
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Además, observamos en el cultivo de neuronas SN56 una disminución concentración-

dependiente en los niveles de ACh correlacionada con la reducción, concentración-dependiente,
de la actividad de la ChAT, pero no de la alteración de la actividad de la AChE en función de
la concentración. La ACh desempeña un papel en la supervivencia celular a través de la
activación del receptor colinérgico (Resende y Adhikari, 2009), y una reducción en sus niveles
podría inducir la muerte celular. Sin embargo, la co-incubación de la ACh con cadmio no fue
capaz de reducir la muerte celular inducida por el cadmio, lo que sugiere que otros mecanismos
deben estar implicados. En este sentido, el cadmio bloqueó los receptores RM1 en el rango de
las concentraciones previamente descrito, lo cual respalda nuestros resultados y podría explicar
por qué la co-administración de ACh con cadmio no revirtió los efectos observados sobre la
viabilidad de las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal. Además, los resultados muestran
que el bloqueo del M1R por el cadmio contribuye significativamente a la muerte celular más
pronunciada de las neuronas colinérgicas, pero sugiere que otros mecanismos están implicados
en este efecto.
En este sentido, el tratamiento con cadmio de neuronas SN56 también aumentó la
expresión de la variante AChE-S y disminuyó la expresión de la variante AChE-R, así como
aumentó los niveles de proteínas Aβ, Tau totales y fosforiladas y aumentó la expresión de la
enzima GSK-3β, que está en concordancia con estudios previos (Wang et al., 2009). Sin
embargo, el tratamiento con cadmio de las células SN56 silenciadas contra AChE, βAPP o
GSK-3β revertió parcialmente la inducción de muerte celular en cada caso, y en el último caso
también el incremento en los niveles de las proteínas Tau totales y fosforiladas, lo que evidenció
la implicación de estos mecanismos en la inducción de la muerte de neuronas colinérgicas
septales. Además, el tratamiento con cadmio de células SN56 silenciadas simultáneamente para
AChE, RM1, βAPP y GSK-3β redujo el aumento de la muerte celular producido por el
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tratamiento solo con cadmio. Estos datos sugieren que otros mecanismos además de los
descritos arriba están implicados en la muerte celular inducida sobre neuronas colinérgicas
septales. El bloqueo de los RM1 medió la inducción de los mecanismos descritos que conducen
a la generación de muerte neuronal y alteración de la transmisión colinérgica a través de la
alteración de las variantes de la AChE, pero otros mecanismos pueden estar involucrados. El
tratamiento con cadmio de las células SN56 indujo la generación de ERO y de peroxidación
lipídica que conducen a la inducción de muerte celular. La generación de ERO medió la
activación de todos los mecanismos descritos en parte a través del bloqueo de los RM1 y éstos,
a su vez, a través de la alteración de las variantes de al AChE.
CONCLUSIONES
El cadmio induce una alteración de la transmisión colinérgica y una muerte celular más
pronunciada, pero no selectiva, sobre las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal, mediada
en parte por la inducción de ERO y el bloqueo de los receptores M1 muscarínicos. El bloqueo
de los receptores muscarínicos por el cadmio está mediado en parte por la generación de ERO.
Por otra parte, estas dos acciones inducen en parte la alteración de las variantes de la AChE, las
cuales inducen la sobreexpresión de GSK-3β y un aumento en las proteínas Aβ, Tau totales y
fosforiladas que dan lugar a la muerte neuronal. Por lo tanto, los efectos observados sobre las
neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal pueden ser, en parte, responsables de los déficits
de aprendizaje observados en la toxicidad del cadmio. Por otra parte, aunque se han encontrado
niveles más altos de cadmio en los tejidos cerebrales de los pacientes con EA que en personas
sanas y se ha relacionado como un posible factor de riesgo para la EA, todavía no se ha
demostrado su implicación. Nuestros resultados podrían apoyar su posible implicación, porque
el cadmio alteró los principales marcadores de la EA. Sin embargo, también podrían sugerir
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que la toxicidad de cadmio puede compartir algunos mecanismos con la EA que inducen los
síntomas que comparten. Se deben desarrollar posteriores estudios con el objetivo de determinar
el resto de mecanismos involucrados en la muerte celular más pronunciada observada en las
neuronas colinérgicas y también los mecanismos completos por los que la generación de ERO
y el bloqueo de RM1 media este efecto, así como para corroborar in vivo que este efecto media
los trastornos cognitivos observados tras la exposición al cadmio. Estos resultados son de gran
interés porque podrían conducir a una mejor comprensión de los mecanismos responsables de
producir las alteraciones cognitivas inducidas por el cadmio.
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JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS
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1. JUSTIFICACIÓN, HIPÓTESIS Y OBJETIVOS DEL TRABAJO
	
El cadmio es un metal pesado que se utiliza ampliamente para la fabricación de distintos
productos y se libera durante la incineración de residuos. Tras la exposición, éste se acumula
en el organismo, presentando una vida media de 7 a 30 años y origina múltiples efectos tóxicos
entre los cuales se encuentran trastornos del aprendizaje y memoria con una sintomatología
similar a la enfermedad de Alzheimer, aunque el mecanismo por el cual se inducen estos efectos
es desconocido.
Los procesos de aprendizaje y memoria son regulados por el sistema colinérgico del
prosencéfalo basal en el sistema nervioso central (SNC), por lo tanto, el bloqueo de la
transmisión o la muerte de neuronas colinérgicas en esta región podrían estar relacionados con
el deterioro de la memoria inducida por el cadmio. En este sentido, se ha descrito que el cadmio,
en otras regiones cerebrales distintas del prosencéfalo basal, bloquea la transmisión colinérgica
aumentando la actividad de la enzima acetil colinesterasa (AChE) que degrada el
neurotransmisor acetilcolina, y a su vez bloquea receptores muscarínicos, los cuales no sólo son
necesarios para mantener la transmisión colinérgica sino también la viabilidad neuronal.
También se ha descrito que el cadmio induce la muerte selectiva de neuronas colinérgicas a
nivel periférico. Además, se ha descrito que el cadmio, en otras regiones cerebrales, activa la
enzima glucógeno sintetasa quinasa 3 (GSK-3β), induce la fosforilación de proteínas Tau y la
formación de proteínas beta amiloideas (Aβ), las cuales se han relacionado con la inducción de
muerte selectiva de neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal en la enfermedad de
Alzheimer. Por último, se ha mostrado que todos estos mecanismos también son producidos
por el bloqueo del receptor muscarínico M1 (RM1) a través de la alteración de las variantes de
la AChE.
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La enzima acetil colinesterasa, además de su actividad metabólica, se ha descrito que
	
participa en la regulación de diversos procesos neuronales. También, se ha descrito que presenta
tres variantes de las cuales dos se expresan a nivel cerebral, que son las variantes S y R, con
efectos contrapuestos. El incremento de la expresión de la variante S se ha relacionado con el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y en concreto con un
incremento de la mortalidad de las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal en el SNC. En
este sentido, se ha descrito que el incremento en la expresión de la variante S incrementa la
enzima GSK-3β, induce la fosforilación de proteínas Tau y la formación de proteínas Aβ,
factores que se ha descrito que son inducidos por el cadmio.
Por otra parte, se ha descrito que las alteraciones cognitivas inducidas por el cadmio
están relacionadas con la inducción de estrés oxidativo y el tratamiento antioxidante mejora
dichas alteraciones. Se ha descrito que el estrés oxidativo puede inducir muerte neuronal,
estimular la producción de proteínas Aβ, hiperfosforilación de proteínas Tau, activar la enzima
GSK-3β y alterar la actividad de los receptores muscarínicos, por lo que la generación de
radicales libres por el cadmio podrían mediar las alteraciones cognitivas descritas a través de
estos mecanismos.
Según estos datos, hipotetizamos que el cadmio podría inducir toxicidad selectiva sobre
el sistema colinérgico, induciendo alteración de la transmisión colinérgica y la muerte de las
neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal del SNC, lo que podría explicar los efectos
descritos del cadmio sobre los procesos de aprendizaje y memoria. Además, hipotetizamos que
los efectos descritos sobre la trasmisión colinérgica y muerte neuronal pueden ser debidos a la
inducción de estrés oxidativo que media en el bloqueo selectivo de los receptores muscarínicos
M1, que da lugar a un incremento de la expresión de la variante S de la acetil colinesterasa, la
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cual media la inducción de la expresión de la enzima GSK-3β, induce la fosforilación de
	
proteínas Tau y la formación de proteínas Aβ, que producen la muerte selectiva de las neuronas
colinérgicas.
Para probar esta hipótesis, nuestro objetivo fue evaluar los efectos del cadmio tras 24
horas de exposición sobre:
1- La inducción de muerte neuronal selectiva sobre neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal
en cultivos primarios procedentes de esta región.
2- La inducción de muerte neuronal en neuronas colinérgicas de SN56 procedentes del
prosencéfalo basal.
3- La trasmisión colinérgica y los mecanismos implicados en su regulación, así como la posible
participación sobre la viabilidad celular en las neuronas SN56.
4- La inducción de estrés oxidativo, su implicación en la pérdida de neuronas colinérgicas y
mecanismos por los que produce este efecto en neuronas SN56.
El interés de este trabajo se centra en aportar nuevos datos sobre la neurotoxicidad
inducida por el cadmio, que proporcionan una nueva comprensión de los mecanismos que
contribuyen a los efectos nocivos del cadmio sobre la función y viabilidad neuronal, y la posible
relevancia del cadmio en la patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas.
Específicamente, el interés del trabajo se centra en aportar nuevos datos de la neurotoxicidad
inducida por cadmio sobre el sistema colinérgico del prosencéfalo basal del SNC, que puedan
explicar los efectos cognitivos producidos por la exposición al mismo, así como los mecanismos
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a través de los que se producen los mismos debido a que el cadmio se ha asociado como un
	
posible factor etiológico de la enfermedad de Alzheimer. Además, los presentes datos son de
relevancia para la evaluación del riesgo de este compuesto ya que hasta la actualidad se basa
exclusivamente en sus efectos de toxicidad renal.
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2. INTRODUCCIÓN
	
El cadmio es un contaminante muy extendido en el medio ambiente, que supone una
gran preocupación debido a sus características como son una semivida biológica
extremadamente prolongada (aproximadamente 20-30 años en humanos), baja tasa de
excreción del cuerpo y almacenamiento predominantemente en tejidos blandos
(principalmente, hígado y riñones).
El cadmio es un elemento extremadamente tóxico, con un valor medio de toxicidad
aguda oral DL50 para ratones y ratas de 100 mg/kg de peso corporal, y por vía inhalada de 500
mg/m3 en ratas y 700 mg/m3 en ratones. Los niveles ambientales han aumentado
constantemente debido a su continua movilización antropogénica a nivel mundial. En este
sentido, la industrialización progresiva en los países en desarrollo ha conducido a una creciente
contaminación por metales pesados incluido el cadmio debido al aumento de la producción
(Flora et al., 2008). Cerca de 13.000 toneladas de cadmio se producen anualmente en todo el
mundo, principalmente a partir de baterías de níquel-cadmio, pigmentos, estabilizadores
químicos, revestimientos metálicos y aleaciones. Aunque las emisiones en el medio ambiente
han disminuido notablemente en la mayoría de los países industrializados, el cadmio sigue
siendo una fuente de preocupación tanto para los trabajadores de las industrias como para las
poblaciones que viven en zonas contaminadas, especialmente en los países menos desarrollados
(Govil et al., 2008).
El cadmio es absorbido a través del humo del cigarrillo, alimentos contaminados, las
aguas y el aire, teniendo efectos indeseables sobre todos los seres vivos. En este sentido, el
cadmio tiene una diversidad de efectos tóxicos incluyendo neurotoxicidad, nefrotoxicidad,
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osteotoxicidad, carcinogenicidad, teratogenicidad, toxicidad endocrina y reproductiva. A nivel
	
celular, el cadmio afecta la proliferación celular, la diferenciación, la apoptosis y otras
actividades celulares. La exposición al cadmio induce alteraciones genómicas a través de
mecanismos complejos y multifactoriales, siendo el más importante la interacción del cadmio
con el mecanismo de reparación del ADN, la generación de especies reactivas de oxígeno y la
inducción de la apoptosis.
A nivel industrial cadmio es peligroso para los trabajadores tanto por inhalación como
por ingestión y puede causar intoxicaciones agudas y crónicas. Se ha comprobado que el cadmio
contribuye en gran medida a la contaminación de las tierras agrícolas. El cadmio es absorbido
selectivamente por ciertos alimentos comestibles, que suponen una fuente de exposición
humana al cadmio (Anetor, 2012). La característica más peligrosa del cadmio es que es un
tóxico acumulativo, que se almacena a lo largo del tiempo debido a su larga vida biológica
(Hideaki et al., 2008). Una vez absorbido se deposita principalmente en el hígado y el riñón,
aunque las pruebas actuales sugieren que su peligrosidad a nivel crónico puede ser superada
por la genotoxicidad (Anetor, 2012).
La posibilidad de que este metal pudiera causar efectos crónicos en trabajadores
industriales fue reconocida con los primeros informes de lesiones pulmonares, óseas y renales
en dichos trabajadores publicados a fines de los años 30-40 del siglo XX (Bulmer et al., 1938;
Nicaud et al., 1942; Friberg, 1950). En los años sesenta del siglo pasado, el cadmio fue
identificado como el principal factor etiológico en la enfermedad de Itai-itai, una afección que
afligió a los japoneses residentes en la Prefectura de Toyama expuestos al cadmio a través de
su dieta a base de arroz y agua contaminada con cadmio en la cuenca del rio Jinzu procedente
de una antigua mina de plomo y zinc, y que se caracterizaba por osteomalacia con diversos
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grados de osteoporosis, llegando a producirse fracturas óseas por fragilidad y acompañado de
severa enfermedad tubular renal.
Después de estos primeros informes de intoxicación grave, se realizaron en todo el
mundo una serie de estudios epidemiológicos y experimentales para caracterizar la toxicidad
del cadmio y para evaluar los niveles de exposición a los que este contaminante generalizado
podría amenazar la salud humana. Estos estudios han demostrado que este metal puede causar
una diversidad de efectos tóxicos; las sales de cadmio solubles se acumulan y producen un
cuadro de toxicidad que afecta al riñón, hígado, pulmones, hueso, cerebro, testículos, corazón
y sistema nervioso central. Además, el cadmio puede causar osteoporosis, anemia, enfisema no
hipertrófico, eosinofilia, anosmia y rinitis crónica (Valko et al., 2005). A parte de los efectos
citotóxicos directos, el cadmio ha estado implicado en el desarrollo del cáncer y ha sido
clasificado como un carcinógeno de tipo I por la Agencia Internacional para la Investigación
del Cáncer (IARC 1993, 2014; Arroyo et al., 2012).
Finalmente, se ha relacionado este metal con la inducción de enfermedades
neurodegenerativas, entre ellas la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer,
debido a que induce una sintomatología similar a ambas enfermedades entre la sintomatología
general de toxicidad que genera, sin embargo, los mecanismos a través de los cuales se
producen dichos efectos no se conocen (Chin-Chan et al., 2015). Además, no se ha podido
establecer una relación de causalidad entre la exposición a dicho metal y la inducción de dichas
enfermedades debido al largo tiempo que puede pasar entre la exposición y la aparición de la
enfermedad y a la ausencia de biomarcadores de inducción temprana de la enfermedad que
ayuden a identificar el inicio de la generación de la misma antes de que esta sea clínicamente
evidente (Chin-Chan et al., 2015).
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En la tabla 1 se describen las declaraciones de peligro que son obligatorias consten en los
embalajes de manipulación, transporte y almacenamiento de los materiales que contengan
cadmio.
H350 Puede provocar cancer
H330 Mortal en caso de inhalación
H341 Se sospecha que provoca defectos genéticos
H361fd Se sospecha que puede perjudicar la fertilidad. Se sospecha que puede dañar
al feto
H372 Perjudica a determinados órganos por exposición prolongada o repetida
H410 Muy tóxico para los organismos acuáticos, con efectos nocivos duraderos
Tabla 1. Declaraciones de peligro del cadmio GSH (Sistema Globalmente Armonizado de
Comunicación y Etiquetado de Químicos).
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3. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA
	
3.1. CADMIO
El Cadmio fue descubierto en el año 1817 por el químico alemán Friedrich Stormeyer
(1776-1835) como impureza de la calamina (carbonato de zinc), de ahí su nombre (del latín
cadmia). Es un miembro de los metales de transición del grupo 12, subgrupo IIb (que también
incluye el zinc y el mercurio) dentro de los elementos de la Tabla Periódica. El número de
registro en el Chemical Abstracts Service (CAS) del cadmio es 7440-43-9.
Está presente en la corteza terrestre en una concentración de 0.1 a 0.5 ppm y
comúnmente asociado a minerales de zinc, plomo y cobre. También es un componente habitual
del agua oceánica con unos niveles de <5 a 110 ng/L, con mayor concentración en las aguas
costeras. La concentración del cadmio en las aguas dulces es generalmente < 1µg/L.
3.1.1. Propiedades Fisicoquímicas
El cadmio es un metal blando, dúctil, de color blanco plateado o blanco azulado, con un
punto de fusión de 321,07ºC, y punto de ebullición de 767ºC (Nriagu, 1980). El cadmio
elemental tiene un número atómico de 48, un peso atómico de 112,4 g/mol, y una densidad de
8,65 g/cm3 a 200ºC (Nriagu, 1980). En la naturaleza el cadmio se presenta mayoritariamente
con estado de oxidación +2.
El cadmio metálico es esencialmente insoluble en agua, sin embargo, varios de sus
compuestos son muy solubles como cloruro de cadmio (CdCl2), bromuro de cadmio (CdBr2),
yoduro de cadmio (CdI2), nitrato de cadmio [Cd(NO3)2] y sulfato de cadmio (CdSO4) (Weast,
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1986; Budavari et al.,1989). Los compuestos insolubles en agua como el óxido de Cadmio
	
(CdO), el sulfuro de Cadmio (CdS), el carbonato de Cadmio (CdCO3), el ortofosfato de Cadmio
[Cd3(PO4)2], y el fluoruro de Cadmio (CdF2) (Weast, 1986) pueden solubilizarse en
condiciones de fuerte oxidación o en medios ácidos (WHO, 1992).
3.1.2. Fuentes del Cadmio
El cadmio se encuentra en el medio ambiente procedente de erosión y abrasión de suelos
y rocas (fundamentalmente rocas sedimentarias, pero también metamórficas como los esquistos
negros), y como consecuencia de erupciones volcánicas e incendios forestales (Pacyna y
Pacyna, 2001). Es un metal poco frecuente, se encuentra como mineral en la Greenockita (CdS),
pero lo habitual es que se encuentre en otros minerales en asociación a sulfuros de zinc y en
menos medida como impureza de minerales de plomo y cobre. Se pueden producir
aproximadamente 3 Kg de cadmio por cada tonelada de Zn.
Fuentes antropogénicas del cadmio
Las actividades industriales son las principales fuentes de liberación de cadmio a la
atmosfera superando a las fuentes de origen natural (ATSDR, 2012). Los primeros usos del
cadmio fueron para la fabricación de pigmentos y pinturas en forma de sulfuro de cadmio a
finales del siglo XIX, a principios del siglo XX se utilizó en amalgamas dentales y durante la
primera guerra mundial como sustituto del estaño. A partir de la segunda guerra mundial el
cadmio comenzó a utilizarse en la fabricación de baterías, pigmentos, aleaciones, como
anticorrosivo, para electroplateado y revestimiento de metales, y como estabilizante de
plásticos, además es utilizado en agricultura como componente de fertilizantes fosforados y
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plaguicidas. En la actualidad, y debido a las restricciones de uso, ha disminuido su empleo para
	
la fabricación de baterías níquel-cadmio, pero recientemente ha aumentado su empleo como
teluro y sulfuro de cadmio para la fabricación de placas solares, al ser más eficiente, barato y
dúctil que el silicio, acogiéndose a la exención de la prohibición de uso del cadmio en la
industria de energías renovables (Directiva ROHS del Parlamento Europeo, 2010).
Las principales fuentes de cadmio depositado en los suelos son, la atmosférica y la
aplicación directa como fertilizante de fosfatos, aguas residuales y depósitos de lodos. La roca
fosfórica, principal materia prima para la fabricación de los fertilizantes fosforados, además de
fósforo, contiene cantidades de cadmio que pueden variar de 5 a 500 mg por kilogramo
(Alloway y Steinnes, 1999). El cadmio presente en el suelo puede ser absorbido por los
vegetales entrando fácilmente en la cadena alimentaria.
Debido a su alta transferencia agua-suelo-plantes, los alimentos contaminados son la
primera fuente de exposición a cadmio para la población (Hogervorst, 2007). En la población
no fumadora, los alimentos representan aproximadamente el 90% de cadmio absorbido. El
cadmio se encuentra presente en la mayoría de los alimentos, pero sus concentraciones varían
dependiendo del tipo de alimento y la contaminación externa. Los principales alimentos básicos
que contribuyen a la exposición de cadmio son cereales y verduras. Cereales como el arroz,
trigo y plantas de tabaco concentran niveles de cadmio de 10-150 μg/kg. Se estima que más del
80% del cadmio consumido a través de los alimentos es de origen vegetal. Las vísceras de
animales tales como riñón y hígado pueden presentar altas concentraciones de cadmio debido
a que este se concentra en dichos órganos (Olsson et al., 2002). Los alimentos marinos,
fundamentalmente los moluscos y crustáceos, también concentran altas cantidades de cadmio.
Menos del 10% de la exposición total de la población no fumadora es debida a la inhalación de
cadmio atmosférico (Vahter et al., 1996) y a través del agua de bebida (Olsson et al., 2002). Las
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ingestas totales diarias de cadmio procedente de todas las fuentes en América del Norte y
Europa se encuentran entre 10 y 30 μg de Cd/día. De esta cantidad solo el 10% o menos es
absorbido (Järup et al., 1998). En 2009 la autoridad europea de seguridad alimentaria (EFSA)
llevó a cabo una evaluación del riesgo de cadmio en los alimentos y estableció una ingesta
semanal tolerable (TWI) de 2,5 microgramos por kilogramo de peso corporal. En 2010 la
Organización de las Naciones Unidad para la Alimentación y la Agricultura (FAO) y el Comité
de Expertos de la OMS para los Aditivos Alimentarios (JECFA), establecieron un límite
provisional tolerable de ingesta (PTMI) de cadmio mensual de 25 μg/Kg de peso corporal, un
valor guía en el agua de bebida de 3 μg/l y una concentración en el aire de 5 ng/m3 (valor medio
anual) . La exposición en la dieta promedio actual de cadmio para adultos está cerca de este
valor, sin embargo, la exposición de algunos subgrupos, como los niños, vegetarianos y
personas que viven en zonas altamente contaminadas, podría superar el TWI (EFSA, 2009)
Históricamente, los niveles de cadmio en el lugar de trabajo han mejorado
considerablemente con el reconocimiento de su potencial toxicidad en los seres humanos y el
desarrollo de normativas de seguridad e higiene en el trabajo. La vía inhalatoria es la ruta
predominante de exposición en ambientes laborales. En la actualidad los niveles permitidos de
cadmio en el ambiente laboral son de 5 μg/m3/8 horas día/ 40 horas semana (OSHA) y las
normas laborales establecen valores desde 2 a 50 μg/m3 (WHO, 1992; ATSDR, 1999).
Los niveles de cadmio pueden ser medidos en sangre, orina, pelo o uñas, el nivel de
cadmio en orina ha demostrado ser un reflejo adecuado de la cantidad de cadmio en el cuerpo.
La cantidad de cadmio en sangre muestra la exposición aguda, por el contrario el nivel de
cadmio en orina puede mostrar exposición reciente o antigua.
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3.2. METABOLISMO
	
3.2.1. Absorción
Absorción gastrointestinal
La fuente principal de Cadmio en la población no fumadora es a través de los alimentos
contaminados limitándose su absorción gastrointestinal a un 5-10% de la cantidad ingerida.
Puede aumentar la absorción de cadmio por deficiencias dietéticas de calcio (Ca) o hierro (Fe),
pudiendo alcanzarse en déficit de hierro una absorción del 15 al 20% del cadmio ingerido, y
por las dietas bajas en proteínas. En la población general, las mujeres tienen niveles más altos
de cadmio que los hombres, debido posiblemente a una mayor absorción del mismo al presentar
niveles inferiores de hierro durante la edad fértil. De hecho, las mujeres que presentan bajos
niveles en suero de ferritina tienden a duplicar la tasa normal de absorción oral de cadmio.
La absorción intestinal tiene lugar en el duodeno y parte inicial del yeyuno en la zona
apical y basolateral de los enterocitos (Andersen et al., 1994). Si el cadmio se encuentra unido
a metalotioneínas (Cd-MT) atraviesa el epitelio intestinal y se incorpora a la circulación portal
en los capilares sanguíneos de la lámina propia (Sugawara y Sugawara, 1991). Para que esto
ocurra, el complejo Cd-MT cruza la membrana apical por zonas permeables de las uniones
intercelulares de los enterocitos adyacentes, y también por endocitosis (Tallkvist et al., 2001).
Posteriormente es transportado a través de la membrana basolateral por exocitosis o
produciendo la muerte del enterocito siendo liberado a los capilares. El cadmio también puede
penetrar en el enterocito unido a aminoácidos u oligopéptidos presentes en el epitelio intestinal
por endocitosis (Cannon et al., 2001). En relación con el transporte basolateral del cadmio hacia
los capilares sanguíneos de la lámina propia se sugiere que el cadmio utiliza la proteína
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transportadora de metales divalentes (DMT1) presente en la membrana apical (Arnich et al.,
	
2004). También, se ha propuesto una vía alternativa a través de los transportadores apicales de
Zinc (ZTL1) presentes en la membrana apical de los enterocitos (Cragg et al., 2002).
Absorción pulmonar
La vía inhalatoria es la principal vía de exposición ocupacional y de la población
fumadora. El cadmio elemental y sus sales tienen baja volatilidad y existen en el aire como
partículas finas en suspensión. Cuando se inhala, una fracción de estas partículas se deposita en
las vías aéreas o los pulmones, y el resto es exhalado. Las partículas de mayor tamaño (más de
10 μm de diámetro) tienden a depositarse en las vías respiratorias superiores, mientras que las
partículas de menor tamaño (aproximadamente 0,1 μm) tienden a penetrar en los alvéolos.
Aunque algunas partículas de cadmio de mayor tamaño depositadas en el árbol respiratorio de
carácter soluble (cloruro de cadmio y sulfato de cadmio) pueden sufrir una absorción limitada,
el sitio principal de absorción es el alvéolo. Según los estudios realizados por Nordberg et al.
(1985), sólo un 5% de las partículas > 10 μm de diámetro se depositarán, y hasta un 50% de
partículas < 0.1 μm serán depositadas. Entre un 50 y 100% de cadmio depositado en los alvéolos
en última instancia será absorbido. Por lo tanto, el tamaño de partícula, que controla la
deposición alveolar, es un determinante clave de la absorción de cadmio en el pulmón
(Nordberg et al., 1985). Los datos presentados en estudios en animales indican que la retención
pulmonar es mayor tras la exposición a corto plazo (5-20% tras 15 minutos a 2 horas de
exposición) (Barrett et al., 1947; Henderson et al., 1979; Moore et al., 1973; Rusch et al., 1986).
Tras largos periodos de exposición inhalatoria de cadmio, hay menores depósitos en el pulmón
(Glaser et al., 1986). La absorción de cadmio en pulmón difiere un poco entre las formas
químicas, pero el patrón no se correlaciona con la solubilidad (Glaser et al., 1986; Rusch et al.,
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1986).
La comparación de la carga corporal de cadmio en humanos fumadores y no fumadores,
indica que la absorción de cadmio de los cigarrillos parece ser superior a la absorción de cadmio
en aerosoles observada en estudios en animales (Nordberg et al., 1985). La forma química del
cadmio en el humo del cigarrillo es probable que sea similar a la producida por otros procesos
de combustión, principalmente aerosoles de óxido de cadmio. La mayor absorción de cadmio
del humo del cigarrillo es probable que sea debido al tamaño muy pequeño de partículas en el
humo del cigarrillo y una posterior deposición alveolar muy elevada (Nordberg et al., 1985;
Takenaka et al., 2004).
3.2.2. Distribución
El cadmio es transportado por la sangre unido a la albúmina y a otras proteínas de mayor
peso molecular y distribuido inicialmente al hígado y al riñón, en ambos tejidos induce la
síntesis de metalotioneínas una proteína de unión a metales de bajo peso molecular (Goyer,
2008; Klaassen et al., 1999) y tiene una vida media de 17 a 30 años en los seres humanos. El
cadmio es acumulado en hígado como Cd-MT y puede ser liberado del hígado y transportado
vía sanguínea al riñón, donde es reabsorbido y degradado en los lisosomas de los las células de
los túbulos renales. Cerca de 50-75% de cadmio retenido se encuentra en el hígado y los riñones.
Los niveles de cadmio en sangre de exposición no ocupacional, y no fumadores son
menores de 1 μg/L. El cadmio puede penetrar en el cerebro desde la sangre al pasar la barrera
hematoencefálica (BHE) y al cruzar el plexo coroideo (PC) entrando en el fluido cerebro espinal
(FCE) y así alcanzar determinadas partes cerebrales (Joker, 2006). Para cruzar la BHE, el
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cadmio mimetiza el comportamiento de nutrientes esenciales utilizando transportadores iónicos
(Manton et al., 1984). Estudios in vivo han demostrado que el cadmio penetra y se acumula en
el cerebro de ratas adultas y en desarrollo (Mendez-Armenta y Rios, 2007). El cadmio por vía
inhalatoria también es transportado a lo largo de las neuronas olfatorias primarias a sus
terminaciones nerviosas evitando la BHE. La vía olfativa, por tanto, debe tenerse en cuenta para
la evaluación de riesgos laborales para este metal (Tjälve, 1999; Czarnecki, 2011).
3.3. MECANISMOS DE ACCION
Los mecanismos moleculares de la toxicidad de cadmio no son completamente
conocidos. Se ha descrito que el cadmio afecta a la proliferación y diferenciación celular, a la
progresión del ciclo celular, a la síntesis de ADN y otras actividades celulares (Aimola et al.,
2012). Los resultados obtenidos en estudios con animales han mostrado que el cadmio puede
interactuar con transportadores de membrana involucrados en la captura de metales esenciales
tales como hierro y zinc en el tracto gastrointestinal, logrando desplazar a estos metales y
penetrar a la célula (Bridges y Zalups, 2005). Este mecanismo se produce debido a que el
cadmio es capaz de mimetizar a estos cationes divalentes en el sitio de unión de uno o más
transportadores de proteínas y/o canales que transportan dichos metales. Así mismo, una de las
principales entradas del cadmio a la célula está dada por los canales de calcio, teniendo en
cuenta que el cadmio y el calcio tienen un radio iónico similar, el metal puede introducirse
libremente por esta vía a las células (Goyer, 2008; Méndez-Armenta, 2001; Flora et al., 2008).
La alteración en la homeostasis del calcio intracelular lleva a la célula a una liberación del calcio
mitocondrial y retículo endoplásmico, produciendo alteraciones en el metabolismo celular,
interfiriendo con vías de señalización dependientes de calcio, con señales de transducción entre
las células, dañando a las membranas, bloqueando canales dependientes de voltaje, alterando la
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regulación génica y bloqueando la liberación de neurotransmisores (Méndez-Armenta, 2007;
	
Viarengo, 1991; Gutiérrez-Reyes et al., 1998). En este sentido, la liberación de
neurotransmisores tales como serotonina y norepinefrina se ve alterada en animales en
desarrollo que han sido expuestos a cadmio (Lafuente, 2001; Lafuente, 2003). También, se ha
descrito que el cadmio puede modificar el contenido de taurina y ácido gamma aminobutírico
(GABA) en el hipotálamo, estriado y corteza prefrontal de ratas en desarrollo (Esquifino, 2001).
El descubrimiento en 1957 de una proteína rica en cisteína unida a cadmio marcó el
nacimiento de la superfamilia de polipéptidos de bajo peso molecular de las metalotioneínas
(MTs). Los principales metales unidos a las MTs son el zinc, el cadmio, el mercurio y el cobre,
con una estabilidad creciente de la unión en el orden mencionado (Kille et al., 1994, Ebadi et
al., 1995; Nordberg y Nordberg, 2000; Hidalgo et al., 2001). Debido al importante papel del
zinc y cobre como oligoelementos fisiológicos, las funciones de metalotioneína se han asociado
a la regulación de estos dos metales. El zinc ha sido identificado como un componente central
de más de 300 enzimas involucradas en el metabolismo de las células, así como un elemento
estructural esencial en toda una clase de factores de transcripción (Betz y Goldestein, 1986).
Otras funciones, atribuidas a las MTs, incluyen el secuestro y la dispersión de iones metálicos
en la homeostasis de cobre y zinc, especialmente para el control de los factores de transcripción
dependientes del zinc, la protección contra las radiaciones ionizantes, la resistencia a fármacos
y mutágenos electrofílicos anticancerosos y la desintoxicación de metales (Hidalgo et al., 1990;
Hidalgo y Carrasco, 1998; Nishimura et al., 1992; Aschner et al., 1997). Del mismo modo,
todas las isoformas de MTs unidas al zinc son agentes antioxidantes debido a que el grupo zinc-
azufre es sensible a los cambios en el estado redox celular. Por lo tanto, las propiedades redox
de los complejos Zn-MTs son cruciales para su papel protector contra el efecto citotóxico de
las especies reactivas del oxígeno (Sato y Bremner, 1993; Maret y Valle, 1998). Las hormonas,
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las citoquinas y los metales inducen las MTs, lo que implica que pueden actuar en la
	
proliferación y diferenciación celular así como en mecanismos de defensa celular (Kille et al.,
1994; Aschner et al., 1997). En este sentido, se ha descrito que el cadmio induce la expresión
de los genes de las MTs en el hígado y el cerebro de ratones y ratas tras su exposición.
También se ha descrito que el cadmio produce la generación de radicales libres en
cerebro y otros órganos con la consiguiente inducción de lipoperoxidación (LPO) (Manca,
1991). En este sentido, diversos estudios in vitro e in vivo han demostrado que es capaz de
incrementar la LPO por medio de la generación de radicales libres (radical superóxido, radical
hidroxilo y radicales del óxido nítrico) (Flora et al., 2008). El cadmio al desplazar al hierro y el
cobre, estos iones quedan libres e ingresan al ciclo de Haber Weiss catalizando la reacción de
Fenton que causa la generación de radicales libres. Estos efectos tratan de ser detenidos por
mecanismos de defensa antioxidante tanto en el cerebro como en otros órganos. Sin embargo,
diversos estudios han mostrado que la actividad de los sistemas antioxidantes glutatión
peroxidasa (GPx), catalasa (CAT), y superóxidodismutasa (SOD) están disminuidas en
presencia de cadmio (Valko et al., 2005; Flora et al., 2008; Antonito et al., 2003), por lo que
este efecto es más pronunciado.
La generación de radicales libres por el cadmio afecta a numerosos componentes
celulares como el ADN, los lípidos y las proteínas (Figueiredo-Pereira et al., 1998; Rajanna et
al., 1990) y puede conducir hacia la inducción de apoptosis y necrosis celular (Kondoh et al.,
2002; Risso-de Faverney et al., 2001; Yuan et al., 2013). En este sentido, Li et al. (2000)
sugieren que la entrada de cadmio en las células se produce a través del canal calcio voltaje
dependiente y regula la expresión del receptor de inositol trifosfato (IP3R1) aumentando la
liberación de calcio al retículo endoplásmico. El calcio activa la calpaina e induce la
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fragmentación del ADN y la apoptosis. Por otra parte, el cadmio posiblemente activa la 8-
caspasa e induce apoptosis. La 8-caspasa directamente activa las caspasas efectoras (caspasa 3
y 7) responsables de muchos de los efectos bioquímicos y morfológicos producidos en la
apoptosis. En otro estudio se demostró que el tratamiento de células HL-60 con cadmio dio
lugar a la inducción del citocromo C, un potente activador de la caspasa 9, en el citosol. La
caspasa 9 es un potente activador de las caspasas efectoras como la caspasa 3. El resultado
sugiere que la apoptosis inducida por cadmio es parcialmente causada por la activación de la
caspasa 9 desencadenada por el citocromo C (Kondoh et al., 2002). Sin embargo, el cadmio
puede inducir apoptosis por alteración de la actividad de varios factores de transcripción
sensibles al estrés oxidativo, que son los responsables de la regulación de la expresión de genes
apoptóticos (Watkin et al., 2003). Uno de estos factores es el factor nuclear kapa beta (NF-kB)
es un importante factor en el balance celular de la muerte/supervivencia celular. Los metales
pesados como el mercurio, el arsénico el zinc y el cadmio que tienen gran afinidad por los
grupos -SH e inhiben el NF-kB unido al ADN in vitro (Shumilla et al., 1998)
También, se ha descrito que el cadmio inhibe la reparación del ADN (Giaginis et al.,
2006; Hartwig, 2010), lo que representa una causa de inestabilidad genómica (una condición
asociada con tumorogénesis) actuando como un producto químico co-genotóxico (Waisberg et
al., 2003). Este mecanismo junto con la generación de radicales libres, la activación de proto-
oncogenes, la alteración de la metilación del ADN y la desregulación en la expresión génica se
han propuesto como mecanismos que inducen carcinogénesis (Beyersmann y Hechtenberg
1997; Bertin y Averbeck 2006; Joseph, 2009).
El notable potencial del cadmio para inhibir la reparación del daño del ADN es
responsable de su carcinogenicidad (Giaginis et al., 2006). El cadmio es co-mutagénico y
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aumenta la mutagenicidad de las radiaciones ultra violeta (UV), la alquilación y oxidación en
	
células de mamíferos. Estos efectos pueden explicarse por la inhibición inducida en varios tipos
de reparación del ADN por el cadmio [reparación de la ruptura de las bases (BER), reparación
de la escisión de nucleótidos (NER) y reparación incorrecta (MMR)].
El cadmio a bajas concentraciones genera un daño oxidativo que inhibe la reparación de
la ruptura de bases del ADN en células de mamífero (Dally y Hartwig 1997; Fatur et al., 2003).
En este sentido, la exposición de las células humanas a concentraciones sub-letales de cadmio
disminuye la actividad de la enzima 8-oxoguanina ADN N-glicosilasa 1 humana (hOGG1) de
forma, tiempo y concentración dependiente, principal responsable de la reparación de la 8-
oxoguanina, una forma abundante y mutagénica de la guanina oxidada. El estudio de Bravard
et al. (2009) confirma que parte del efecto inhibitorio a baja dosis del cadmio en la actividad de
la 8-oxoguanina ADN N-glicosilasa podría atribuirse a la transcripción reducida del gen de la
hOGG1 (Youn et al., 2005). Sin embargo, este efecto inhibidor moderado del cadmio sobre la
transcripción no puede explicar por completo la disminución sobre la actividad y los niveles de
la proteína hOGG1. Estos resultados, junto con el efecto observado de inhibición indirecta de
hOGG1 por oxidación, apoyan la hipótesis de que los efectos sobre la vía BER son
fundamentalmente la consecuencia del desequilibrio redox celular más que de la interacción
directa con las proteínas de dicha vía. Por otra parte, la exposición al cadmio inhibe y modifica
algunas proteínas de la vía BER como la formamidopirimidina glicosilasa (Fpg), en la que la
sustitución de una cisteína en el zinc localizado en el extremo C terminal de dicha proteína
puede inhibir la unión de la misma al ADN para facilitar su labor de reparación (O'Connor,
1993). Con respecto a otras bases, Candéias et al. (2010) demostraron que el cadmio inhibe la
reparación del uracilo (U) en el ADN, resultado tanto de la mala incorporación como de la
desaminación de la citosina (C). Estas lesiones, como las de los sitios apurínicos-apirimidínicos
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(AP), son comunes en cualquier célula y deben ser reparadas constantemente para evitar efectos
	
mutagénicos. Esta consecuencia genotóxica de la exposición al cadmio podría dar lugar a la
desregulación de los procesos celulares fisiológicos alterando el patrón de expresión génica, y
aumentando la tasa de mutación por otro lado (en el sitio AP), interfiriendo con el control
normal del crecimiento y división celular.
Con respecto a la vía NER, el cadmio interfiere con la eliminación de los dímeros de
timina después de la irradiación UV, al inhibir el primer paso de esta reparación (Fatur et al.,
2003). Además, tanto la asociación como la disociación de proteínas esenciales de la vía NER
son alteradas en presencia de cadmio. En este sentido, se ha observado una disminución de los
niveles de la proteína nuclear C de xeroderma pigmentoso (XPC) por daño del ADN inducido
por la radiación UV-C en cultivos celulares tras la incubación a una concentración no citotóxica
de cadmio. Curiosamente, la proteína supresora de tumores p53 también contiene un dominio
de unión al zinc, que es esencial para la unión al ADN y la función de dicha proteína en el
mecanismo de transcripción. En este contexto, Meplan et al. (1999) demostraron que el cloruro
de cadmio altera la conformación de p53 en células MCF7 e inhibe su unión al ADN. Como se
ha demostrado que p53 actúa como factor de transcripción para dos genes importantes de la vía
NER, como son XPC y P48, el cambio conformacional de p53 inducido por el cadmio, también
podría provocar alteración de la vía NER (Adimoolam y Ford, 2002). El cadmio también inhibe
la proteína Xeroderma pigmentosum A (XPA) de la vía NER. La capacidad de unión a ADN
de XPA se reduce fuertemente tras la intoxicación con cadmio (Hartmann y Hartwig, 1998;
Hartwig et al., 2002).
Además, Jin et al. (2003) advirtieron que el cadmio inhibe la vía MMR en extractos de
tejidos humanos dejando aproximadamente del 20-50% del ADN sin reparar. El cadmio inhibe
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la unión del trifosfato de adenosina y la hidrólisis del complejo MSH2-MSH6 lo que conduce
a la propagación de los errores celulares, por lo tanto, los efectos tóxicos del cadmio pueden
amplificarse en las células mediante la creación de mutaciones en los genes que inducen más
funciones defectuosas. Los estudios también han demostrado que el número de células con
rupturas de una sola cadena de ADN y el nivel de daños en el ADN celular fue
significativamente mayor en los animales expuestos al cadmio. Las deficiencias heredadas o
adquiridas en estos sistemas de reparación pueden iniciar el crecimiento de tumores malignos.
Los defectos genéticos y polimorfismos en los genes de los componentes de reparación del
ADN (por ejemplo, ERCC1, MGMT, MLH1, MSH2, MSH6 y XRCC4) están fuertemente
asociados con el cáncer en humanos (Ford et al., 2000). La alteración consecutiva de la
reparación y el daño persistente del ADN dan lugar a la inestabilidad genómica, posiblemente
permitiendo la proliferación celular aberrante y / o la apoptosis imperfecta.
Por otra parte, se ha propuesto que tras la exposición al cadmio el organismo adquiere
una resistencia celular apoptótica como mecanismo de defensa fundamental contra la
proliferación incontrolada de células mutadas o transformadas en el cuerpo. Se espera que la
apoptosis que se observa frecuentemente en células expuestas al cadmio tenga una función anti-
carcinogénica, pero en este contexto, la muerte celular apoptótica inducida por cadmio puede
resultar no tener un carácter completamente protector. En la transformación maligna, algunos
estudios sugieren que sólo una fracción de células expuestas en una población mueren por
apoptosis, mientras que el resto puede volverse resistente a la apoptosis (Waisberg et al., 2003).
Además, se ha demostrado que las células transformadas o adaptadas con cadmio se
caracterizan por una mayor resistencia a la apoptosis (Hart et al., 2001; Achanzar et al., 2002),
lo que puede hacerlas más propensas a la acumulación de mutaciones y transformación
neoplásica. De hecho, la disrupción de la apoptosis se considera crítica en la formación de
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tumores y la progresión maligna, y la resistencia adquirida a la apoptosis es un sello general del
cáncer (Hanahan y Weinberg, 2000).
3.4. TOXICIDAD
El cadmio es un importante contaminante ambiental y ocupacional que causa daños en
diversos órganos (Friberg et al., 1986; Morselt, 1991). Es extremadamente tóxico y presenta
efectos biológicos en concentraciones menores que otros metales. Los síntomas de la toxicidad
por cadmio dependen de la dosis y el tiempo de exposición, la intoxicación aguda se caracteriza
por dolor abdominal agudo, náuseas, vómitos, diarrea, cefalea, vértigo y puede producir muerte
por lesión hepática o renal. El nivel sin efecto observable de una dosis única oral se estima en
3 mg de cadmio. Los síntomas de toxicidad crónica incluyen alteraciones respiratorias y
cardiovasculares, disfunción renal, alteraciones en el metabolismo óseo y neurotoxicidad. Estos
efectos tóxicos incluyen la inducción de degeneración o incluso la transmutación de las células
(Zarros et al., 2008).
3.4.1. Toxicidad Renal
El riñón es el órgano crítico en la exposición por largos periodos de tiempo a
relativamente pequeñas cantidades de cadmio que pueden contener los alimentos y el agua. La
disfunción renal por exposición al cadmio ha sido descrita en múltiples estudios. En este
sentido, en el estudio realizado por Järup (2002) sobre 1700 sujetos (de 20 a 80 años) de cuatro
áreas de Bélgica con diferentes grados de contaminación por cadmio se confirma una
probabilidad del 10% de disfunción tubular cuando la excreción de cadmio excede de 2-3 μg/g
de creatinina. Un estudio similar realizado en habitantes de Kalmar (de 20 a 79 años) sugirió
un aumento de riesgo de enfermedad renal a niveles relativamente bajos de exposición al
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cadmio. La residencia se utilizó como una medida cruda de la exposición, ya que las personas
	
que vivían cerca de las plantas contaminantes de cadmio (plantas que producen baterías de
níquel-cadmio) tenían niveles elevados de cadmio urinario en comparación con las personas
que vivían más alejadas de las fuentes de cadmio (Hellstrom et al., 2001). Otros estudios han
confirmado un aumento de la mortalidad general en personas que viven en áreas contaminadas
con cadmio y que presentan altos niveles de cadmio urinario y/o proteinuria tubular (Iwata et
al., 1991, 1992).
Diversos estudios indican una relación entre la exposición crónica al cadmio y la
nefrotoxicidad. Las primeras etapas de la nefrotoxicidad del cadmio implican cambios
específicos en la adhesión de las células proximales, cascadas de señalización celular y
respuestas autofágicas que se producen antes del inicio de la necrosis o apoptosis de las células
del túbulo proximal (Prozialeck y Edwards, 2012). En el torrente sanguíneo, el cadmio es
inicialmente transportado al hígado donde es absorbido por los hepatocitos e induce la síntesis
de MT, que se une el cadmio y amortigua sus efectos tóxicos en la célula. Sin embargo, a
medida que los hepatocitos mueren, ya sea a través de la rotación normal o como resultado de
la lesión de cadmio, el complejo Cd-MT puede ser liberado en el torrente sanguíneo (Jin et al.,
1998; Klaassen et al., 2009). Aunque el complejo Cd-MT no es tóxico para la mayoría de los
órganos, puede ser filtrado en el glomérulo y tomado por las células epiteliales del túbulo
proximal. En esta situación, Cd-MT puede tener el efecto paradójico de facilitar la entrega de
cadmio del hígado al riñón, y se ha sugerido que Cd-MT puede mediar en realidad algunos de
los efectos tóxicos de cadmio en el túbulo proximal (Klaassen y Liu, 1997), ya que los estudios
indican que la tumefacción de las mitocondrias del tejido del túbulo proximal renal es causada
por el efecto tóxico del propio Cd-MT durante la reabsorción de Cd-MT (Ohta et al., 2000).
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Sin embargo, las evidencias indican que en realidad es cadmio iónico (Cd2+), no Cd-MT,
el que daña las células epiteliales de los túbulos proximales (Goyer et al., 1989; Klaassen et al.,
2009). Se ha observado que el cadmio no unido por MT renal es liberado en el riñón, y este
exceso de cadmio puede producir nefrotoxicidad (Nomiyama y Nomiyama, 1986; Nogawa,
1986), interactuando en las células con las membranas celulares, causando peroxidación
lipídica y/o puede desplazar metales esenciales de las MT, privando a las metaloenzimas de
cofactores esenciales (Stacey et al., 1980). Además, el hecho de que los animales MT-nulos son
sensibles a la lesión del tubo proximal inducida por cadmio proporciona evidencia indiscutible
de que la Cd-MT no juega un papel crítico en la mediación directa de los efectos nefrotóxicos
de cadmio (Liu et al., 1998).
Un aspecto importante de la disposición de cadmio es que esencialmente todo el cadmio
del plasma está unido a proteínas u otras moléculas. El cadmio circulante puede estar
estrechamente unido a proteínas de unión de metal específicas, tales como las MT (Klaassen y
Liu, 1997; Klaasen et al., 2009), o puede estar asociado de forma libre con moléculas, tales
como albúmina, aminoácidos o grupos sulfhidrilo de bajo peso molecular, compuestos tales
como el glutatión (GSH) o la cisteína (Bridges y Zalups, 2005; He et al., 2009). Estas
interacciones del cadmio con proteínas y compuestos de bajo peso molecular en el plasma han
complicado los esfuerzos para identificar los mecanismos moleculares por los cuales el cadmio
es tomado por las células epiteliales del túbulo proximal in vivo.
Varios estudios para abordar este problema han demostrado que el cadmio puede entrar
en las células del túbulo proximal a través de una variedad de mecanismos (He et al., 2009).
Como se ha indicado anteriormente, el Cd-MT circulante puede ser filtrado en el glomérulo y
captado por el epitelio del túbulo proximal en un proceso que involucra el transporte mediado
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con megalina en el borde del cepillo (Squibb y Fowler, 1984; Klaassen et al., 2009). Además,
hay pruebas de la captación de conjugados Cd-tiol de menor peso molecular (cisteína y GSH)
por las células del túbulo proximal (Bridges y Zalups, 2005). Sin embargo, también es
importante notar que la interacción entre el cadmio y los tioles de bajo peso molecular es de
una afinidad lo suficientemente baja como para que el cadmio pueda disociarse del tiol y unirse
a las moléculas en la superficie celular y, en algunos casos, entrar en la célula. De hecho, hay
evidencia de que el cadmio puede ingresar a las células tubulares renales a través de una
variedad de canales y transportadores para iones, tales como Ca2+, Fe2+ y Zn2+ (Bridges y
Zalups, 2005; He et al., 2009). He at al. (2009) han proporcionado recientemente pruebas
convincentes de que la familia de transportadores de zinc humanos 8 (ZIP8) juegan un papel
especialmente importante en la captación celular de cadmio en el riñón (He et al., 2009). En
conjunto, estos hallazgos sugieren que, con patrones típicos de exposición, probablemente
numerosos mecanismos contribuyen a la captación de cadmio en el túbulo proximal in vivo
(Prozialeck y Edwards, 2012).
Independientemente de los mecanismos de captación que están involucrados, es evidente
que, con el tiempo, el cadmio puede acumularse en las células epiteliales del túbulo proximal.
La visión tradicional ha sido que cuando los niveles de cadmio del tejido exceden una
concentración crítica de aproximadamente 150 μg/g de tejido, las defensas intracelulares tales
como la MT y el GSH se reducen y las células sufren lesiones y comienzan a morir (Gobe y
Crane, 2010; Prozialeck y Edwards, 2012). Basándose en estos estudios, la dosis, la duración,
la forma química del cadmio en el tejido renal e intestinal y la vía de exposición del cadmio
deben considerarse un factor importante en la evaluación de los efectos crónicos de la
administración prolongada de cadmio.
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Se ha descrito que los efectos celulares de la toxicidad del cadmio, que comienzan con
	
la formación de vesículas pinocitóticas de la superficie luminal seguida de cambios
mitocondriales focales, pueden variar desde un ligero edema hasta la hinchazón (Cherian et al.,
1976; Webb y Etienne, 1977; Fowler y Nordberg, 1978; Murakami et al., 1983; Goyer et al.,
1984; Vestergaard y Shaikh, 1994; Dorian et al., 1995). Se han observado proteinuria de bajo
peso molecular, glucosuria y aminoaciduria en el grupo con dosis alta de cadmio (30, 60 mg/kg)
y se observaron cambios histopatológicos en forma de un ligero espesamiento membranoso del
glomérulo con proteinuria y glucosuria en los grupos de dosis altas (Ohta et al., 2000). Los
cambios morfológicos en lesiones más avanzadas son atrofia, fibrosis intersticial, esclerosis
glomerular y necrosis focal.
3.4.2. Toxicidad Ósea
El cadmio se deposita en el hueso en una concentración mucho más baja que la alcanzada
en otros órganos como el riñón o el hígado, sin embargo, las concentraciones a partir de las
cuales tienen lugar efectos tóxicos son mucho más bajas, se estima que la resistencia ósea ya se
encuentra disminuida a una concentración de 0,1 μg/g de peso seco óseo (Ogoshi et al, 1992).
Por comparación es necesaria una concentración de 200 μg/g para producir daño renal (Friberg
et al, 1986). La toxicidad ósea se ve incrementada en mujeres en asociación a otras condiciones
como la malnutrición, el embarazo, la lactancia o la ooforectomía (Nogawa, 1981).
Distintos estudios han encontrado que la exposición a largo plazo de cadmio en los seres
humanos produce un aumento de la fragilidad esquelética y la disminución de la densidad
mineral ósea, si bien en otros estudios se ha demostrado que la pérdida de calcio por parte del
hueso aparece a bajas concentraciones y es una respuesta precoz. En los estudios de cultivos de
tejido óseo, el cadmio a bajas concentraciones actúa directamente sobre las células óseas para
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provocar tanto la disminución de la formación ósea como el aumento de la resorción ósea.
	
(Bhattacharyya, 2009). En un estudio, se examinó la asociación entre dosis bajas de cadmio y
la densidad mineral ósea en individuos expuestos medioambientalmente y ocupacionalmente
en las comunidades de Fliseryd, Oskarshamn y Linköping (un total de 1064 sujetos de 16 a 80
años) de Suecia. Los resultados mostraron que incluso con un bajo nivel de exposición al
cadmio, este puede conducir a la osteoporosis (Alfvén et al., 2000).
Hay que tener en cuenta que la sensibilidad de las células a los efectos del cadmio está
relacionada en primer lugar con la capacidad de captación y los niveles de acumulación celular.
Debido a que el cadmio es un metal no esencial, la existencia de sistemas de transporte de
membrana específicamente dedicados a la captación celular de cadmio es improbable y
generalmente se cree que el cadmio puede usar mecanismos de transporte para metales
esenciales. Se ha demostrado que los canales de calcio dependientes del voltaje son
responsables de la captación de cadmio en las células renales, pituitarias y hepáticas (Hinkle et
al., 1987; Endo et al., 2002). Además, el cadmio inhibe la actividad de la enzima 1-
hidroxicolecalciferol hidroxilasa, responsable del metabolismo en el riñón que convierte la 25-
(OH) D3 a la 1,25-(OH) D3, que es la forma activa de la vitamina D3. La presencia en el
intestino de la forma activa de la vitamina D3 es esencial para la absorción de iones de calcio
(Chertok et al., 1981).
Hay dos mecanismos propuestos por los cuales el cadmio es capaz de alterar la función
del metabolismo óseo. Un mecanismo es indirecto, por lo que el daño del cadmio en el riñón o
los órganos gastrointestinales produce un efecto secundario sobre el hueso (Kjellström, 1992).
Alternativamente, el cadmio puede actuar directamente sobre los osteoclastos o los osteoblastos
estimulando la resorción ósea o inhibiendo la formación ósea, respectivamente, un mecanismo
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podría ser el bloqueo de la actividad de los osteoblastos y la liberación de PGE2 que activaría
	
la acción de los osteoclastos (Regunathan et al., 2003; Coonse et al., 2007; Bodo et al., 2010).
Coonse (2007) advirtió que la exposición al cadmio puede afectar directamente a los
osteoblastos induciendo la muerte apoptótica mediante la activación de caspasa-3 (Coonse et
al., 2007). Puesto que la apoptosis es un componente integral de la remodelación ósea, la
interrupción de las cascadas de señalización apoptótica en los osteoblastos puede contribuir a
la pérdida ósea neta, lo que conduce a una enfermedad de los huesos (Xing y Boyce, 2004).
Una variedad de cascadas de señalización está implicada en la capacidad del cadmio
para interrumpir la función celular, incluida la apoptosis (Thévenod, 2009). Se estima que dos
vías de señalización se activan en respuesta a la exposición al cadmio en varios tipos de células
que son la vía de la proteína quinasa C (PKC) y la proteína quinasa regulada por señal
extracelular (ERK) (Låg et al., 2005; Martin et al., 2006; Kalariya et al., 2009; Mantha y
Jumarie, 2010). Tradicionalmente, ERK se considera generalmente una vía de proliferación
celular con una capacidad para proteger las células contra la apoptosis (Santos et al., 2007;
Martin et al., 2009). Sin embargo, estudios recientes indican que la activación de ERK puede
conducir a la señalización de la muerte celular (Martin et al., 2006, 2009; Rasola et al., 2010).
Martin et al. (2006) informaron que la exposición al cadmio conduce a la activación sostenida
de ERK durante varios días y finalmente a la apoptosis mediante la activación de caspasa-3 y -
8 en células de riñón embrionario humano HEK293.
La exposición a cadmio también se ha relacionado con la vía de la PKC, que es activada
en células de riñón de rata y de riñón humano tras exposición al cadmio (Låg et al., 2005).
Además, se ha demostrado que la PKC regula negativamente la activación sostenida de ERK
en células HEK, haciendo que el ERK activado sea regulado negativamente cuando está
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presente PKC fosforilada (Martin et al., 2009). Las vías ERK y PKC orquestan muchas
	
funciones celulares más allá de la muerte y supervivencia celular, incluyendo el desempeño de
un papel en la regulación compleja de la formación, maduración y diferenciación de
osteoblastos ya sea reprimiendo o estimulando la expresión de genes osteoblásticos clave (Chen
et al., 2008; Prouillet et al., 2004; Addison et al., 2007; Nakura et al., 2011; Zhang et al., 2011).
3.4.3. Toxicidad Pulmonar
El pulmón también se considera como uno de los órganos diana de la toxicidad por
cadmio. El cadmio entra en el pulmón a través del polvo doméstico, el tabaquismo y/o la
exposición ocupacional (Hogervorst et al., 2007). La principal fuente de intoxicación de cadmio
por inhalación es el humo del cigarrillo. El pulmón humano reabsorbe del 40-60% del cadmio
en el humo del tabaco (Elinder et al., 1976; Godt et al., 2006). Se ha descrito que los trabajadores
expuestos a vapores que contienen cadmio desarrollan síndromes de dificultad respiratoria
aguda (Barbee y Prince, 1999). La inhalación causa estrés respiratorio y daña el tracto
respiratorio. El enfisema, la anosmia y la rinitis crónica se han relacionado con altas
concentraciones de cadmio en el aire contaminado. Lampe et al. (2008) examinaron los efectos
potenciales de la exposición al cadmio en la función pulmonar utilizando un grupo de 96
hombres que se sometieron a pruebas de función pulmonar entre 1994 y 2002. Estos autores
encontraron una reducción del volumen espiratorio forzado en un segundo (un reflejo de la
función pulmonar) asociado con el aumento del cadmio urinario entre los que fumaron (Sarkar
et al., 2013).
El cadmio puede inducir la apoptosis en líneas de células epiteliales de pulmón de rata
como un posible mecanismo subyacente a la inducción de especies reactivas de oxigeno (ERO).
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Esta conclusión se basa en el hecho de que la exposición de estas líneas de células a 20 μM de
	
cloruro de cadmio durante 24 horas dio lugar a un aumento de cuatro veces del grupo GSH
oxidado (glutation disulfuro: GSSG), alterando así la homeostasis del GSH. Se sabe que el
cadmio (10-50 μM durante 1-3 días) disminuye la expresión de la proteína del regulador de
conductancia transmembrana de la fibrosis quística en las células epiteliales de las vías
respiratorias humanas (Calu3) y la consiguiente disminución del transporte de cloruro en la
célula (Rennolds et al., 2010; Nair et al., 2013).
Además, el cadmio ha demostrado causar estrés oxidativo pulmonar, enfisema e
inflamación persistente de las vías respiratorias en modelos de ratas que reflejan las condiciones
observadas en pacientes con EPOC. Las ratas Sprague-Dawley que recibieron cadmio
nebulizado por inhalación (0,1% CdCl2 en NaCl al 0,9%) durante una sola exposición de 1 hora
mostraron un aumento agudo de GSSG en su líquido de lavado broncoalveolar (BALF), que se
equilibró con un aumento simultáneo de GSH. Los grupos de animales que sufrieron exposición
repetida a cadmio (1 hora durante 35 semanas) mostraron un aumento progresivo de BALF-
GSH, lo que está de acuerdo con los hallazgos observados en pacientes con EPOC (Kirschvink
et al., 2006). El factor de transcripción antioxidante universal NRF2 ha sido recientemente
implicado en una amplia gama de respuestas involucradas tanto en la iniciación como en la
progresión de las lesiones pulmonares causadas por el tabaquismo (Tuder y Petrache, 2012).
Diversos estudios también han demostrado el papel del cadmio en el cáncer de pulmón
en los seres humanos. Según Verougstraete et al. (2003), los estudios longitudinales han
demostrado que los trabajadores expuestos cadmio o a los compuestos de cadmio están en
mayor riesgo de cáncer de pulmón. En otro estudio poblacional de exposiciones ambientales al
cadmio se demostró una asociación positiva entre los niveles de cadmio urinario de 24 horas
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(duplicación de la excreción) y el cáncer de pulmón y el riesgo de cáncer total (Nawrot et al.,
2006).
3.4.4. Toxicidad Hepática
Tras la absorción del cadmio por vía gastrointestinal o pulmonar, éste pasa a la
circulación sistémica, y se distribuye a los órganos diana. Gran parte del cadmio absorbido en
el intestino pasa primero al hígado por medio de la circulación portal, ligada principalmente a
la albúmina, donde se recoge de los capilares sinusoidales de los hepatocitos. El transporte del
cadmio a los hepatocitos se produce por un proceso de dos fases, que implica la unión a la
membrana plasmática después de la internalización (Souza et al., 1997; DelRaso et al., 2003),
los transportadores de membrana presentes en la membrana plasmática sinusoidal desempeñan
un papel importante en la segunda fase. Hay algunos informes que involucran transportadores
de membrana sinusoidal específicos como DMT1, ZIP8 y ZIP14 que participan en la captación
de cadmio en hepatocitos (Liuzzi et al., 2006; Fujishiro et al., 2009). En el hepatocito, el cadmio
forma complejos con péptidos pequeños y proteínas a través de grupos sulfhidrilo, incluyendo
GSH o la familia de proteínas de unión a metal de alta afinidad MT-I y MT-II (Arroyo et al.,
2012). Las MT se unen al cadmio en el citosol hepático y lo hace "inerte". Por lo tanto, las MT
son beneficiosas para el hígado. Sin embargo, el complejo Cd-MT es nefrotóxico y se ha
propuesto como responsable de la intoxicación crónica por cadmio (Klaassen y Liu, 1997).
Se ha propuesto que la hepatotoxicidad aguda implica dos vías, una para el daño inicial
producido por los efectos directos del cadmio y la otra por la lesión posterior producida por la
inflamación. La lesión primaria parece ser causada por la unión del cadmio a grupos sulfhidrilo
en moléculas críticas en las mitocondrias. La inactivación del grupo tiol provoca estrés
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oxidativo, la transición de permeabilidad mitocondrial y la disfunción mitocondrial. Aunque,
el cadmio puede dañar hepatocitos directamente, hay razones convincentes para creer que la
lesión hepatocelular se produce in vivo como resultado de la isquemia causada por el daño a las
células endoteliales. Se cree que la lesión secundaria por la exposición aguda al cadmio se
produce por la activación de células de Kupffer y una cascada de eventos que implican varios
tipos de células hepáticas y un gran número de mediadores inflamatorios y citotóxicos (Rikans
y Yamano, 2000).
Se han postulado varios mecanismos para la hepatotoxicidad inducida por cadmio. La
lesión hepática parece estar asociada con la unión de grupos sulfhidrilo, implicando proteínas
de membrana, proteínas citoplasmáticas y enzimas. Además, el cadmio es un metal no redox
que indirectamente puede causar estrés oxidativo por el agotamiento de los niveles celulares de
GSH. También compite con metales esenciales, como zinc, selenio, cobre y calcio (Martelli et
al., 2006), que interfieren con diversos procesos celulares como el transporte de membranas y
el metabolismo energético. Además, afecta a varias funciones celulares, tales como actividades
enzimáticas, sistemas de reparación de ADN, estado redox de la célula y transducción de
señales (Van Kerkhove et al., 2010). El cadmio también modifica la adhesión célula-célula
desmontando el complejo E-cadherina/beta-catenina (Bruscalupi et al., 2009). La producción
de mediadores inflamatorios y moléculas de adhesión, la homeostasis de metales esenciales, la
inactivación de los grupos sulfhidrilo y el estrés oxidativo, fueron los principales mecanismos
atribuidos a la lesión hepática inducida por cadmio.
Estudios previos demuestran que las células de Kupffer activadas, liberan una serie de
mediadores inflamatorios (ERO, óxido nítrico y citoquinas). Se ha descrito que el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-α) y la interleuquina-1beta (IL-1β) estimulan la expresión de
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moléculas de adhesión intercelular-1 (IMAC-1), las moléculas de adhesión celular vascular-1
	
(VCAM-1), la E-selectina, la P-selectina y la Β2-integrina en el hígado (Mousa, 2004), las
cuales inician una cascada de respuestas celulares y humorales que conducen a inflamación y
daño hepático secundario durante la hepatotoxicidad inducida por el cadmio (Yamano et al.,
2000).
La exposición al cadmio perturba la homeostasis de diversos metales esenciales y,
recíprocamente, los efectos del cadmio dependen del estado corporal de los metales esenciales
como el hierro y el zinc (Moulis, 2010). La función de muchas metaloproteínas depende en
gran medida de su interacción con un metal, usualmente uno de transición, tal como cobre,
hierro y zinc. De esta manera, la sustitución de metales esenciales por cadmio es propuesta
como el principal mecanismo molecular de hepatotoxicidad cadmio (Arroyo et al., 2012).
El cadmio también se une a los grupos sulfhidrilo con mayor afinidad que los grupos
fosfato, cloruro, carboxilo o amino. La importancia de las reacciones del grupo sulfhidrilo a la
hepatotoxicidad inducida es, en parte, la protección proporcionada por las MT y los GSH,
compuestos ricos en residuos de cisteína (Rikans y Yamano, 2000). La inactivación de tioles
proteicos y no proteicos podría también producir toxicidad al interrumpir el estado redox
intracelular, lo que a su vez podría afectar a una serie de procesos biológicos importantes. El
estrés oxidativo, definido como el estado de desequilibrio entre las concentraciones de ERO y
el mecanismo de defensa antioxidante, contribuye al desarrollo de daño hepático.
3.4.5. Toxicidad para la Reproducción
La exposición al cadmio se ha relacionado con una amplia gama de efectos perjudiciales
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en la función reproductiva de mamíferos. En virtud de su capacidad demostrada de alterar los
índices de esteroidogénesis ovárica y placentaria, lo que afecta negativamente a la reproducción
normal, el cadmio se ha añadido a la lista de sustancias químicas disruptoras endocrinas
reconocidas (Chedrese et al., 2006).
Se ha descrito que el cadmio altera la biosíntesis de la progesterona, una hormona que
está inexorablemente ligada al ciclo ovárico normal y al mantenimiento del embarazo. Por lo
tanto, se ha demostrado que el cadmio ejerce efectos significativos sobre la morfología de los
ovarios y el tracto reproductivo. Además, la exposición al cadmio durante el embarazo humano
se ha relacionado con la disminución del peso al nacer y el parto prematuro, debido a los niveles
de cadmio placentario resultante de la exposición materna a desechos industriales o humo de
tabaco, asociado con biosíntesis de progesterona disminuida por el trofoblasto placentario
(Miceli et al., 2005).
El retraso de la proliferación y el desarrollo trofoblástico, la necrosis placentaria y la
supresión de la biosíntesis de esteroides, y el manejo alterado de los metales esenciales por la
placenta, contribuyen al retraso de la implantación y posible pérdida precoz del embarazo. El
cadmio se ha demostrado que se acumula en los embriones desde la etapa de cuatro células en
adelante, y una mayor exposición a la dosis inhibe la progresión a la fase de blastocisto, y puede
causar degeneración y descompactación de los blastocistos tras la formación, con apoptosis y
descomposición de la adhesión celular (Thompson y Bannigan, 2008).
La concentración de cadmio en el ovario aumenta con la edad, y se ha asociado con el
fracaso de la progresión del desarrollo de ovocitos y la falta de ovulación. Un mecanismo
adicional por el cual la ovulación podría hacerse ineficaz es el fracaso de la recogida del oocito
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por los cilios tubáricos debido a la mala expansión del complejo oocito-cúmulo y la mala
expresión de las moléculas de adhesión celular (Thompson y Bannigan, 2008).
En el cultivo de células de mamíferos, el cadmio induce la expresión de genes diana de
estrógenos, desencadena la activación de cinasas citoplasmáticas y promueve la proliferación
de líneas celulares sensibles a los estrógenos (Zang et al., 2009), sugiriendo que el cadmio
promueve una conformación agonista del receptor estrogénico (ER) y activa la señalización de
estrógenos tanto genómica como no genómica (Fechner et al., 2011).
Las mujeres tienen un mayor riesgo de anomalías reproductivas asociadas con la
exposición, como se demostró en numerosos estudios, pero la exposición al cadmio también
perjudica la función testicular. Los mecanismos de los efectos tóxicos del cadmio en los
testículos incluyen el daño al endotelio vascular, las células de Leydig y Sertoli, las conexiones
intercelulares, la inducción del estrés oxidativo, los mecanismos de defensa antioxidantes
deteriorados y la severidad de la respuesta inflamatoria, lo que da lugar a cambios morfológicos
y funcionales, como la inhibición de la síntesis de testosterona y el deterioro de la
espermatogénesis (Benoff et al., 2009; Taha et al., 2013). El cadmio también interfiere con la
función de la próstata, que altera su actividad hormonal, la secreción y perjudica la fertilidad
en los hombres (Sarkar et al., 2013). Diversos estudios indican que fumar cigarrillos aumenta
tanto en el plasma seminal como a nivel plasmático los niveles de cadmio, indicando también
que el tabaquismo se asocia con una disminución del tamaño del testículo (Jurasovic et al.,
2004), aumento de los niveles séricos de hormona reproductiva y disminución de la
concentración espermática (Chia et al., 1994) y motilidad (Telisman et al., 2000).
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3.4.6. Neurotoxicidad
	
Neurotoxicidad en el desarrollo por cadmio
La neurotoxicidad en el desarrollo relaciona alteraciones en el comportamiento,
neuroquímicas, neurohistológicas, y/o alteraciones morfológicas del SNC sucedidas en los
descendientes de las madres expuestas durante la gestación y la lactancia (Lazarini et al., 2001).
La neurotoxicidad del cadmio es mayor en recién nacidos que en adultos probablemente debido
a la inmadurez de la BHE, permitiendo que éste pase con más facilidad al sistema nervioso
(Wong, 1982), lo que conduce a cambios neuropatológicos tales como edema cerebral, picnosis,
hemorragias, y necrosis en corteza parietal, cerebelo, putamen y núcleo caudado (Méndez-
Armenta, 2001). Datos similares fueron reportados en la autopsia de un niño de 2 años que
presentó una elevada concentración de cadmio en el cerebro (Provias, 1994). Sin embargo,
pocos estudios se han realizado para determinar el daño neurológico. Este sentido, Thatcher et
al. (1982) describieron en un estudio epidemiológico hecho en escolares, una asociación entre
los niveles altos de cadmio en el cabello y la dificultad en el aprendizaje, hiperactividad y
cambios conductuales, mientras que Hart et al. (1989) encontraron que la exposición
ocupacional al cadmio estaba asociada con disminución en la atención, velocidad psicomotora,
aprendizaje asociativo y memoria.
El mecanismo por el que se producen estos efectos no se conoce, pero se sabe que los
neurotransmisores en el sistema nervioso inmaduro pueden actuar como factores tróficos que
median procesos durante el desarrollo tales como diferenciación y proliferación celular.
Además, estudios más recientes demuestran que los neurotransmisores también pueden mediar
la dirección de migración neuronal y el crecimiento axonal durante la formación de circuitos
neuronales (Ruediger y Bolz, 2007). Neurotransmisores tales como catecolaminas o la
- 70 -
   
             
            
               
             
                
            
             
             
                 
            
              
              
                
                
               
             
              
 
               
             
                
            
                 
                  
                
acetilcolina aparecen en el embrión de animales vertebrados e invertebrados incluso antes de
	
que las neuronas se hayan diferenciado (Pendleton et al., 1998). Muchos neurotransmisores
cambian su papel funcional en el SNC durante el desarrollo. La misma molécula puede ser
crucial para la diferenciación, crecimiento neuronal y el establecimiento de las redes neuronales
en el SNC inmaduro, mientras que en el SNC maduro cambia su función hacia un papel
modulador de la comunicación sináptica entre neuronas (Herlenius y Lagercrantz, 2001). En
este sentido, se asume que los neurotransmisores monoaminérgicos juegan un papel durante el
desarrollo, definido como “morfogenético” (Buznikov et al., 1996; Levitt et al., 1997; Nicotra
y Shatten, 1990; Nicotra y Senatori, 1989). Por lo tanto, una alteración en los niveles de alguno
de los neurotransmisores puede modificar el desarrollo de los diferentes sistemas de
neurotransmisores (Lauder, 1985; Lakshmana y Raju, 1994). En este sentido, se ha descrito que
el cadmio es capaz de alterar los niveles de diferentes tipos de neurotransmisores (Esquifino,
2001), por lo que éste podría ser uno de los mecanismos implicados. También se ha descrito
que el cadmio puede afectar a las síntesis y reparación del ADN, puede alterar el metabolismo
del calcio y otros metales esenciales, puede generar ERO y alterar los mecanismos de muerte
celular programada que son esenciales en los procesos de desarrollo (Méndez-Armenta y Rios,
2007), por lo que cualquiera de estos mecanismos puede contribuir a los efectos observados.
En el sistema nervioso, las MTs I y II están presentes en astrocitos, células endoteliales,
células ependimarias y oligodendroglia, mientras que MT III está presente en las neuronas
(Nishimura et al., 1992; Nishimura, 1996; Ebadi et al., 1996; Aschner et al., 1997). La proteína
MT-III específica del cerebro posee una actividad inhibidora del crecimiento de células
neuronales que no puede ser imitada por las otras isoformas de las MTs (Palmitier et al., 1992;
Kille et al., 1994; Nishimura et al., 1992). El cadmio altera la expresión de las isoformas de las
MTs. Los niveles de cadmio y su distribución a nivel cerebral van determinar la expresión de
- 71 -
   
               
                 
               
 
  
 
               
               
                
             
                  
    
 
            
               
              
               
            
                 
                
               
              
                
              
               
las isoformas MT-I y III en diferentes etapas de desarrollo (Choudhuri et al., 1996). Esta
	
modificación de la expresión de las MTs puede también ser la causa de las alteraciones en el
desarrollo y de las diferencias de neurotoxicidad observadas entre el desarrollo y el adulto.
Efectos cognitivos
El cadmio atraviesa la BHE, se acumula en el cerebro (Gutiérrez-Reyes et al., 1998) y
produce alteraciones en los procesos de aprendizaje y memoria similares a las observados en la
enfermedad de Alzheimer (EA) (Tabla 2 modificado de Wang y Du, 2013). En este sentido, se
ha sugerido que el cadmio es un posible factor etiológico de enfermedades neurodegenerativas,
como la EA (Jiang et al., 2007). Sin embargo, el mecanismo a través del cual se producen dichas
alteraciones no se conoce.
Las neuronas colinérgicas y sus proyecciones están ampliamente distribuidas en todo el
SNC con un papel esencial en la regulación de muchas funciones vitales, como el aprendizaje,
la memoria, la organización cortical del movimiento y el control del flujo sanguíneo cerebral
(Mesulam et al., 2002). La región del prosencéfalo basal es una de las regiones colinérgicas
centrales más importantes (Voytko, 1996), cuyas neuronas colinérgicas proyectan sus axones a
lo largo de la formación del hipocampo y el neocórtex y regulan los procesos de aprendizaje y
memoria (Ward y Hagg, 2000). Así, el bloqueo de la transmisión colinérgica o la pérdida de
neuronas colinérgica en esta región, como ocurre en la EA, podrían relacionarse con el deterioro
que el cadmio induce sobre los procesos de aprendizaje y memoria, entre otras acciones
(Andersson et al., 1997). De hecho, la gravedad del déficit de memoria en la EA está
fuertemente correlacionada con el grado de pérdida de células colinérgicas (Bierer et al., 1995).
En este sentido, el cadmio inhibe la actividad de la colina acetil transferasa (ChAT) (Dwivedi,
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1983), reduce la liberación de acetilcolina neuronal (Alberts et al., 1985; Hayashi y Takayama,
	
1978) y altera la actividad de la AChE (Gkanti et al., 2014), pudiendo bloquear la transmisión
colinérgica. Además, se ha descrito que el tratamiento con cadmio induce una disminución
significativa dosis-dependiente de las células colina acetiltransferasa positivas (neuronas
motoras) en los cuernos ventrales de la médula espinal fetal humana, mientras que no se observa
pérdida neuronal en el ganglio de la raíz dorsal (Sarchielli et al., 2012), lo que sugiere una
acción selectiva sobre el sistema colinérgico a nivel periférico.
El mecanismo por el que se produce esta selectividad tóxica sobre las neuronas
colinérgicas es desconocido, pero podría estar relacionado con los efectos del cadmio sobre los
niveles de acetilcolina (ACh), por alteración de las actividades de la ChAT o la AChE. También
este efecto podría deberse a una alteración de la expresión génica de las variantes de la AChE.
En este sentido, diferentes estudios han indicado que la AChE tiene funciones alternativas no
relacionadas con la neurotransmisión colinérgica (Silman y Sussman, 2005; Soreq y Seidman,
2001) o su actividad catalítica (Dori et al., 2005; Grisaru et al., 2006). La AChE existe como
diferentes variantes derivadas del corte y empalme alternativo de la secuencia del ARN
mensajero, principalmente las variantes AChE-S y AChE-R (Campanari et al., 2014). La
variante sináptica AChE-S (también llamada AChE-T con "T" que indica cola) es la variante
principal expresada en el sistema nervioso (Evron et al., 2007). La sobreexpresión de la AChE-
S está relacionada con la inducción de neurodegeneración (Birikh et al., 2003) y muerte celular
por apoptosis y necrosis (Greenberg et al., 2010; Toiber et al., 2009). Por otra parte, se ha
atribuido un papel neuroprotector a la variante AChE-R en la degeneración neuronal
dependiente del envejecimiento, así como en neuropatologías, como la EA inducida por
proteínas Aβ (Berson et al., 2008).
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También, se ha descrito que el cadmio activa la enzima GSK-3β (Wang et al., 2009),
aumenta la producción de proteína Aβ a partir de la proteína precursora beta amiloidea (βAPP)
(Li et al., 2012; Smedman et al., 1997) y la formación de filamentos de Tau (Jiang et al., 2007),
en diferentes regiones cerebrales diferentes del prosencéfalo basal. Estos efectos se han
relacionado con la inducción de la muerte celular en las neuronas colinérgicas del prosencéfalo
basal y la EA (Hawkes et al., 2005; Kar et al., 2004; Zheng et al., 2002). Además, el cadmio es
capaz de bloquear receptores muscarínicos en cerebro de rata (1-10 µM) in vivo (Hedlund et
al., 1979) e in vitro (50-100 μM) (Hedlund y Bartfai, 1979), y se ha descrito que bloquea
selectivamente los receptores muscarínicos M1 de los anillos aórticos en ratas macho, pero no
los receptores muscarínicos M2 y M3 (Bilgen et al., 2003). Se ha descrito que el bloqueo del
RM1 induce deterioro de la memoria en ratas y seres humanos que imita el déficit de memoria
observado en la EA (Anagnostaras et al., 2003; Atri et al., 2004) e induce muerte celular
(Graham et al., 2013). Por lo tanto, estos efectos podrían mediar la toxicidad selectiva del
cadmio sobre las neuronas colinérgicas y ser responsables de los déficits de aprendizaje y
memoria, así como los síntomas observados en la toxicidad de cadmio similares a los descritos
en enfermedades neurodegenerativas.
Se ha observado que la estimulación de los receptores colinérgicos muscarínicos M1 con
agonistas da como resultado el bloqueo de GSK-3β (Fisher, 2012; Lahmy et al., 2013), el
procesamiento de la proteína precursora beta-amiloidea a productos no amiloidogénicos, una
disminución en la fosforilación de proteínas Tau y reducción del deterioro cognitivo en ratones
transgénicos. (Graham et al., 2013; Pavia et al., 1998). Corroborando estos hallazgos, la
deleción de RM1 conduce a un aumento en la generación de Aβ y la formación de placas
amiloideas en un modelo de ratón de EA (Davis et al., 2010), una reducción en la actividad de
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ChAT (Park et al., 2004), y la inducción de la patología Tau (Fisher, 2012). El receptor
muscarínico M1 también ha demostrado desempeñar un papel esencial en la expresión de las
variantes de la AChE. En este sentido, los antagonistas del receptor M1 disminuyen los niveles
de ARNm de AChE-R (Salmon et al., 2005). Por lo que el bloqueo del receptor muscarínico
M1 por el cadmio podría mediar estos mecanismos.
Además, la sobreexpresión de AChE-S está relacionada con la neurodegeneración a
través de la activación de GSK-3β, Bax y caspasas (Birikh et al., 2003). GSK-3β se asocia con
el deterioro cognitivo y la muerte neuronal (Bhat et al., 2004; DaRocha-Souto et al., 2012), que
se invierte por inhibición de la GSK-3β o por la inhibición o silenciamiento de la AChE. Por
otra parte, la sobreexpresión de AChE-S se ha observado en la EA y mostró una correlación
positiva con la hiperfosforilación de las proteínas Tau (Toiber et al., 2009). Mientras la AChE-
S facilita la formación de placa amiloideas, la AChE-R las inhibe (Berson et al., 2008; Berson
y Soreq, 2010). Además, se ha descrito que las proteínas Aβ reducen la actividad de la ChAT
(Li et al., 2013), por lo que la sobreexpresión de AChE-S podría reducir indirectamente la
actividad de la ChAT a través del aumento de la producción de proteínas Aβ. Por lo tanto, la
toxicidad selectiva inducida por el cadmio sobre el sistema colinérgicos podría estar producida
a través de bloqueo de RM1 a través de la alteración de las variantes de la AChE.
Por otra parte, los déficits cognitivos descritos tras la exposición a cadmio han sido
también relacionados con la inducción de estrés oxidativo y el tratamiento antioxidante mejora
estos déficits (Gonçalves et al., 2010). Además, se ha descrito que el estrés oxidativo puede
inducir la muerte celular en las neuronas colinérgicas septales (Traver et al., 2005), así como
cambios en la expresión de las variantes de la AChE (Bond et al., 2006). Se ha descrito que el
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cadmio puede inducir estrés oxidativo debido a un aumento de la formación de ERO, el
agotamiento de las defensas antioxidantes, y la disminución de la expresión de las enzimas
antioxidantes mediadas por alteración del regulador maestro de las rutas de estrés oxidativo
NRF2/HO-1 (Méndez-Armenta y Rios, 2007). Además se ha descrito que el estrés oxidativo
puede alterar la expresión de las variantes de la AChE, la producción de proteínas beta-
amiloideas y Tau, la activación de la enzima GSK-3β y la actividad de los receptores
muscarínicos (Bond et al. 2006; Giraldo et al., 2014; Rojo et al., 2008; Tamagno et al., 2005;
Wang et al.,2009). Por lo cual, este efecto también podría mediar los mecanismos comentados
en la toxicidad selectiva del cadmio sobre el sistema colinérgico y la alteración de los procesos
cognitivos.
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Autor-año Grupo
Expuestos-
Control (n)
Medición
exposición
Vía
exposición
Efecto
Adams RG, 1961
Trabajadores
varones
106E/84C - Ocupacional Anosmia
Pihl RO, 1977 Niños 31E/22C Cd en pelo Vida diaria
Dificultad aprendizaje e
hiperactividad
Capel ID, 1981 Niños 73E/44C Cd en pelo Vida diaria Dislexia, trastornos aprendizaje
MNusiol A, 1981 Trabajadores 49E Cd en orina Ocupacional Polineuropatía
Thatcher RW, 1982 Niños 149 Cd en pelo Vida diaria
Efectos en cociente intelectual
verbal
Struempler RE, 1985 Jóvenes 40 Cd en pelo Vida diaria Dificultad comportamiento
Marlowe M, 1985 Niños 69 Cd en pelo Vida diaria
Comportamiento no adaptado en
clase, alteración desarrollo del
comportamiento, disminución
capacidades visomotoras
Hart RP, 1989
Trabajadores
varones
31E Cd en orina Ocupacional
Disminución atención, memoria y
velocidad psicomotora
Bar-Sela S, 1992 Trabajadores 38E Cd en orina Ocupacional
90% cefalea, 42% mareo, 21%
debilidad, 16 atrofia cerebral
Rose CS, 1992 Trabajadores 55E/16C Cd en orina Ocupacional Hiposmia
Okuda B, 1997 Caso clínico 1
Fallo
multiorgánico
Ocupacional
agudo
Parkinsonismo
Viaene MK, 1999 Trabajadores 13E/19C Cd en orina Ocupacional Polineuropatía
Viaene MK, 2000 Trabajadores 42E/47C Cd en orina Ocupacional
Disminución velocidad motora, de
atención, memoria, PNP, alteración
concentración
Sethi PK, 2006 Caso clínico 1 Cd en orina Ocupacional Neuropatía periférica
Bao QS, 2009 Niños 469 Cd en pelo Vida diaria Problemas sociales y de atención
Tabla 2. Revisión bibliográfica de neurotoxicidad del cadmio en humanos (Modificado de
Wang et al. 2013)
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4. MATERIAL Y MÉTODOS
4.1. Productos químicos
Los compuestos cloruro de cadmio (99,99%), acetilcolina, tetraisopropilo
pirofosforamida (iso-OMPA), acetiltiocolina, ácido ditio-nitrobenzoico, poli-L-lisina, dimetil
sulfóxido (DMSO), dibutiril-AMPc, ácido retinoico, N-acetilcisteína (NAC), ácido
ditionitrobenzoico, tetracloruro de 3,3'-diaminobencidina, anticuerpo monoclonal anti proteína-
2 asociada a microtúbulos (MAP-2), paraformaldehído y bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil-tetrazolio (MTT) se obtuvieron de Sigma (Madrid, España). [14C] acetil-CoA y [3H]
pirenzepina se obtuvieron de Perkin Elmer (Madrid, España). Los filtros GF/B Whatman de
fibra de vidrio fueron obtenidos de Millipore (Madrid, España). Todos los demás productos
químicos fueron de grado reactivo de la pureza más alta disponible de laboratorio.
4.2. Cultivo primario de neuronas del prosencéfalo basal
En el prosencéfalo basal se localizan las neuronas colinérgicas de la sustancia
innominada, de la banda diagonal de Broca y del núcleo basal de Meynert. Estas neuronas
proyectan principalmente al neocórtex, a la corteza cingulada y a la amígdala. Los núcleos
colinérgicos están implicados en la modulación de los procesos cognitivos, atención,
aprendizaje y memoria.
Los cultivos primarios de células disociadas son un modelo simplificado que permite
una evaluación fácil, en un tipo celular específico, de características como la morfología celular,
el metabolismo energético, las interacciones con receptores, neurotransmisión y la
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vulnerabilidad de diferentes tipos de células a estímulos tóxicos (Silva et al., 2006). Utilizamos
	
cultivos primarios de neuronas del prosencéfalo basal para evaluar la toxicidad selectividad del
cadmio sobre las neuronas colinérgicas del SNC y para evaluar si el silenciamiento de RM1
induce una muerte más pronunciada sobre las neuronas colinérgicas de prosencéfalo basal.
Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las directrices de la Unión Europea
(2003/65/CE) y la normativa española (BOE 67/8509-12, 1988) sobre el uso de animales de
laboratorio. Ratas Wistar gestantes (Charles River, Barcelona, España) fueron anestesiadas,
entre los días 17-18 de gestación, con pentobarbital sódico, se extrajeron los embriones y se
diseccionaron sus cerebros bajo un microscopio estereoscópico (Olympus SZ51, Barcelona,
España) (Schnitzler et al., 2008). Se recogió el prosencéfalo basal en Hibernate E (Life
Technologies, Madrid, España) y se disoció por incubación durante 10 minutos a 37ºC en 1 ml
de solución de tripsina-EDTA (0,25%, Invitrogen, Madrid, España) y 0,5 ml DNasa (Sigma,
D4263, Madrid, España). Tras la tripsinización, se aspiró la solución de tripsina/DNasa y se
añadieron 0,5 ml de albúmina sérica bovina al 4% (BSA, Sigma, Madrid, España), 1 ml de
medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM/F-12 con Glutamax-1, Life Technologies,
Madrid, España), complementado con un 20% de suero bovino fetal (FBS, Sigma, Madrid,
España), antibióticos (penicilina/estreptomicina 1 ml/L, Sigma, Madrid, España) y 2 ml de
solución de DNasa. Las células se disociaron posteriormente mediante trituración suave usando
una pipeta Pasteur pulida con fuego. La suspensión se centrifugó a 250 x g (Eppendorf 5804R,
Madrid, España) durante 5 minutos y el sedimento se resuspendió en medio de crecimiento
(véase más arriba) y se obligó a pasar a través de un filtro de malla de nylon de 40 mm. Esta
suspensión se recentrifugó (250 x g, 5 min) y se resuspendió en medio de crecimiento (véase
más arriba). La suspensión de células se sembró a una densidad de 106 células/ml en cubres de
vidrio (22 mm de diámetro) revestidos de poli-L-lisina (0,10 mg/ml) colocados en placas de
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Petri de plástico (35 mm de diámetro) recubiertas con poli-L-lisina. Tras la incubación durante
	
12 horas a 37ºC en una atmósfera humidificada al 95% de aire/CO2 al 5%, se cambió el medio
con un medio nutritivo libre de suero compuesto por DMEM, insulina (400 µl, Sigma, Madrid,
España), transferrina (50 µl, Sigma, Madrid, España), progesterona (100 µl, Sigma, Madrid,
España), putrescina (16 mg/L, Sigma, Madrid, España), selenita sódica (100 µl, Merck, Madrid,
España) y penicilina/estreptomicina (Gensburger et al., 1986).
La viabilidad celular se evaluó mediante el método de exclusión del colorante azul tripan
al 0,4% (Sigma, Madrid, España), la cual fue rutinariamente superior al 95%. Las células
primarias del cultivo fueron inmunohistoquímicamente caracterizadas con MAP2 (marcador
neuronal) y GFAP (marcador astrocítico) para comprobar la pureza del cultivo celular y se
observó un predominio de neuronas (92%).
Este cultivo primario neuronal, tras unos días de cultivo (6-7 días in vitro), forma una
red de contactos sinápticos funcionales, adquiriendo las características de neuronas maduras.
Al séptimo día, se adicionó cloruro de cadmio en concentraciones entre 10-2 M y 10-7 M. El
rango de dosis utilizadas cubre las concentraciones descritas que disminuyen la viabilidad
celular (Templeton y Liu, 2010) y alteran la actividad de la AChE (Zarros et al., 2013). Tras 24
horas de incubación con cloruro de cadmio, se realizaron al menos 3 repeticiones/tratamiento.
Se empleó un grupo vehículo que contenía 0,1% de dimetilsulfóxido (DMSO) en paralelo para
cada experimento como control.
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4.3. Línea celular SN56
	
La degeneración de las neuronas colinérgicas del cerebro anterior basal en pacientes con
EA está bien documentada y probablemente contribuye a la pérdida de memoria característica
de esta enfermedad, a la hora de desarrollar estudios experimentales de investigación es útil
disponer de cultivos celulares que expresan fenotipo colinérgico. La línea celular colinérgica
del cerebro basal anterior murino SN56.B5.G4 deriva de la fusión de neuronas septales del día
21 postnatal de ratón y la línea de neuroblastoma murino N18TG2, estas células exhiben un
fenotipo neuronal colinérgico (Hammond et al., 1986). Esta línea celular ofrece un sistema
homogéneo que permite un análisis fácil de una gran variedad de tratamientos o efectos tóxicos
en un ambiente bien controlado.
Se utilizaron células SN56, una línea celular colinérgica de neuroblastoma murino
derivada de neuronas septales (Hammond et al., 1990), como modelo de neuronas colinérgicas
de la región cerebral basal anterior para evaluar los efectos tóxicos del cadmio en este tipo
específico de neuronas y los mecanismos a través de los que son inducidos. Las células se
cultivaron a 37ºC y 5% de CO2 en DMEM suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS),
penicilina/estreptomicina, L-glutamina 2 mM (Sigma, Madrid, España), y piruvato de sodio 1
mM. El medio se cambió cada 48 horas (Hudgens et al., 2009). La diferenciación de las células
SN56 se realizó mediante el cultivo durante 3 días con dibutiril-AMPc 1 mM y ácido retinoico
1μM (Bielarczyk et al., 2003; Szutowicz et al., 2006), que produce la maduración morfológica
y un aumento de 3-4 veces la actividad de ChAT y el nivel de acetilcolina en estas células. Se
ha descrito que las células así diferenciadas son más sensibles a compuestos neurotóxicos que
afectan a las vías colinérgicas (Bielarczyk et al., 2003; Szutowicz et al., 2006).
Con el fin de determinar el efecto del cadmio sobre el contenido celular de acetilcolina
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(ACh), del malondialdehído (MDA), del cometido de lactato deshidrogenasa (LDH) y el
	
contenido de peróxido de hidrógeno (H2O2), las actividades de la AChE y la acetilcolina
transferasa (ChAT), el bloqueo del receptor muscarínico M1, la expresión génica de la AChE
y sus variantes, del transportador de colina de alta afinidad (CHT), del transportador vesicular
de acetilcolina (VAChT), del receptor muscarínico M1, GSK-3β y βAPP, así como los efectos
del silenciamiento de AChE, RM1, GSK-3β y βAPP o el co-tratamiento con antioxidantes sobre
la viabilidad celular y de la interacción de estos mecanismos entres si, las células SN56 fueron
sembradas en placas de 6 pocillos a una densidad de 106 células/pocillo. Las células fueron
tratadas durante 24 h con cadmio a concentraciones entre 0,1 µM a 10mM con o sin N-acetil
cisteina (NAC; 1 mM) y con o sin Ach (0,01 µM-100 µM). Se usaron al menos 3 réplicas
pocillos/tratamiento. Un grupo tratado con el vehículo del cadmio se empleó en paralelo para
cada experimento como grupo control.
4.4. Protocolo y diseño experimental
Existe poca información sobre la concentración de cadmio que puede llegar al SNC tanto
tras exposición aguda como crónica. La mayor exposición crónica ocurre en los trabajadores de
minas e industrias como fundiciones, fábricas de baterías, soldaduras, plantas de incineración
de residuos y producción de pigmentos o en los residentes de áreas contaminadas con cadmio
por su proximidad a estas industrias. En este sentido, se ha descrito que los mineros expuestos
crónicamente al cadmio alcanzan niveles de hasta 6,2 µM en el SNC (Falnoga et al., 2000).
También, se ha descrito, en los residentes que vivían próximos a una fundición, que los niveles
de cadmio presentes en el SNC eran en torno a 1,4 µM (Auermann et al. 1979). Por otra parte,
los niveles de cadmio en el SNC determinados en las autopsias de pacientes con enfermedad de
Alzheimer alcanzaron hasta 1,2 µM (Panayi et al., 2002). Los valores observados de cadmio en
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diferentes regiones cerebrales en las autopsias de los individuos control fueron desde 0,2 µM a
	
0,9 µM (Falnoga et al., 2000; Panayi et al., 2002). Se ha descrito que los fumadores presentan
en su cuerpo dos veces los niveles de cadmio presentes en los no fumadores, y estos valores
son cuatro veces más altos en los grandes fumadores (ATSDR, 2012), lo que implica que los
niveles en su cerebro podrían ser superiores a 1 µM teniendo en cuenta los valores normales
encontrados en los no fumadores. Además, se ha descrito que la BHE no está completamente
desarrollado en los animales jóvenes (Wang y Du, 2013), por lo que pueden llegar al cerebro
concentraciones de cadmio más altas que las que se alcanzan en adultos, aunque no hay datos
disponibles. De acuerdo con estos datos, las concentraciones de cadmio desde 1 µM a 10 µM
serían relevantes para la exposición humana crónica. La exposición aguda puede ocurrir a
grandes dosis como riesgo ocupacional o por una fuga accidental de cadmio. En estos casos no
hay información de los niveles de cadmio que podrían llegar al SNC, aunque probablemente
estaría alrededor de 100 µM, como han descrito Hossain et al. (2009). Por lo tanto, las
concentraciones de cadmio desde 10 µM a 100 µM serían relevantes para altos niveles agudos
de exposición. En este sentido, hemos elegido las concentraciones desde 1 µM a 100 µM para
determinar los efectos del cadmio sobre la viabilidad celular, toxicidad selectiva sobre las
neuronas colinérgicas del PSB, el bloqueo del RM1, el contenido de las proteínas Aβ 1-40
celular, Aβ 1-42, Tau totales y fosforiladas, y la expresión de la enzima GSK-3β y las variantes
de la AChE. Hemos elegido la concentración de 10 µM por ser relevante para tanto la toxicidad
aguda como crónica, para probar la hipótesis de que el cadmio media sus mecanismos descritos
por bloqueo del RM1 a través de las variantes de la AChE. La Figura 1 representa el diseño
experimental seguido en la investigación.
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Figura 1. Representación esquemática del diseño experimental de la investigación.
4.4.1 Análisis histoquímicos de la toxicidad selectividad sobre las neuronas colinérgicas.
Como marcador de las neuronas colinérgicas, elegimos la AChE, debido a que todas las
neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal expresan AChE, lo que la convierte en un
marcador válido para las neuronas colinérgicas de esta región (Makuch et al., 2001). Además,
se expresa durante el crecimiento de los axones colinérgicos, mientras que la ChAT, también
marcador de las neuronas colinérgicas, puede no ser expresado durante el crecimiento de los
mismos (Makuch et al., 2001).
Tras 24 horas de incubación, los cultivos primarios se fijaron y tiñeron para detectar la
AChE, según el procedimiento descrito por Karnovsky y Roots (1964), que tiñe selectivamente
- 85 -
   
                
               
              
             
             
                
       
 
         
 
               
                 
                   
                
             
                 
                   
            
         
              
 
                
            
                
                 
los gránulos que contienen AChE en un color oscuro (Figura 1 (A)). Se observaron las neuronas
AChE+ (40 x) con un microscopio óptico (Olympus BX50, Madrid, España) y se analizaron de
forma aleatoria al menos seis lugares diferentes por cuadrante en el mismo porta (cámara
digital, Olympus DP50, Madrid, España). Las células de cada ubicación se contaron en
imágenes digitales utilizando el software Adobe Photoshop Elements. Se determino el total de
las células AChE+ y AChE-. Los recuentos de células se hicieron dos veces y a continuación
se hizo el promedio de los mismos.
4.4.2 Análisis de la viabilidad celular de neuronas SN56
La determinación de los efectos del Cd sobre la viabilidad celular fue realizada a través
del método del MTT y de la determinación de la liberación del LDH resultado de la muerte
neuronal por necrosis. El método del MTT se basa en la ruptura de la sal de MTT tetrazolio de
color amarillo dando lugar a cristales de formazán de color púrpura por la acción de la
deshidrogenasa mitocondrial. Las células se incubaron con 100 µl de solución de MTT
(concentración final 0,5 mg/ml) durante 4 h después del tratamiento con Cd. Después de 4 h a
37ºC, el medio se eliminó y la sal de formazán se disolvió en 250 µl de DMSO. La formación
de producto de formazán solubilizado se midió espectrofotométricamente a 570 nm (Fluoroskan
Ascent FL Microplate Fluorometer and Luminometer, ThermoFisher Scientific, Madrid,
España). Se tomó como 100% de viabilidad las células control tratadas con DMSO.
La determinación de la liberación de LDH al medio de cultivo se realizó usando el kit
Lactate Dehydrogenase Activity Assay Kit (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Brevemente, el medio de cultivo se retiró y se pipeteó en placas de
96 pocillos. Se añadió la mezcla maestra de reactivos, y después de 3 min se determinó la
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intensidad colorimétrica a 450 nm cada 5 minutos utilizando un espectrofotómetro de
	
microplacas.
Finalmente, la inducción de la apoptosis se determinó a través de la medida de la
activación de las caspasas 3/7 por medio del uso de kit Caspase-Glo 3/7 Luminescence Assay
Kit (Promega, Madrid, Spain), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen, al
final del tratamiento, las células SN56 cultivadas se lavaron con solución salina tamponada con
fosfato (PBS), las células se rasparon y recogieron en un tubo de microcentrífuga en oscuridad.
A las células se les adicionaron volúmenes iguales de reactivo y de tampón lisis y se incubaron
a temperatura ambiente en oscuridad durante 1 hora y la luminiscencia resultante se leyó en
cada muestra. Los experimentos se realizaron por triplicado.
4.4.3 Silenciamiento de genes
El silenciamiento del gen RM1 en cultivos primarios de neuronas y los genes RM1,
GSK-3β, βAPP, ChAT y AChE en las células SN56 se realizó transfectando las mismas con
ARNsi en placas de 6 pocillos (1 x 106 células/pocillo) usando el reactivo de transfección
HiPerfect de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Qiagen, Barcelona, España). Dos
conjuntos de ARNsi dúplex (Qiagen, Barcelona, España) homólogas a las secuencias de los
genes RM1 de rata y RM1, GSK-3β, βAPP, ChAT y AChE de ratón fueron diseñadas utilizando
el Algoritmo de diseño HiPerformance (Norvatis AG) y fueron adquiridos de Qiagen (números
de catálogo SI00280084, GS12669, GS56637, GS11820, y GS11423, respectivamente). Como
control de transfección, se utilizó el control negativo ARNsi All Star (Qiagen, Barcelona,
España). 48 h después de la transfección, la eficacia del silenciamiento de RM1, GSK-3β, βAPP
y AChE se determinó por RT-PCR utilizando cebadores específicos de ratón para la secuencia
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de ARNm de RM1, GSK-3β, βAPP y AChE (Qiagen, Barcelona, España). Los efectos del
silenciamiento de RM1 sobre la sensibilidad de las neuronas colinérgicas del PSB a la muerte
neuronal se estudiaron mediante el análisis histoquímico de tinción de las neuronas AChE+.
Los efectos del silenciamiento de RM1, GSK-3β, βAPP y AChE en la lesión de las células
SN56 se analizaron mediante el ensayo de MTT, el ensayo del LDH y el ensayo de activación
de las caspasas 3/7. Los efectos del silenciamiento de RM1 y AChE sobre la inducción de los
mecanismos de inducción de la producción de proteínas beta amiloides, Tau, sobreexpresión de
GSK-3β y la actividad de la ChAT se estudiaron por medios de los test de determinación de
proteínas Aβ y Tau, por análisis de PCR en tiempo real y por el método de Fonnun de la medida
de la actividad de la ChAT, respectivamente. Además, el efecto del silenciamiento de α7-
nAChR en la generación de estrés oxidativo se determinó por el ensayo de la peroxidación
lipídica y la medición de los niveles de peróxido de hidrógeno. Por último, los efectos del
silenciamiento de α7-nAChR sobre la expresión génica de AChE-S y AChE-R se determinaron
por análisis de PCR en tiempo real. Tras 24 horas de incubación con los ARNsi, las células se
lavaron con PBS y se incubaron durante otras 24 horas en medio de cultivo con o sin cadmio.
4.4.4. Análisis de las actividades enzimáticas en neuronas SN56
Se determinó la actividad de la AChE tras 24 horas de exposición a cadmio, usando el
método estándar Ellman de tiocolina (Ellman et al., 1961), con modificaciones menores (Hartl
et al., 2011; Zimmermann et al., 2008), y los valores de actividad se normalizaron frente a la
concentración total de proteína determinada a través del uso kit BCA (ThermoFisher Scientific,
Madrid, Spain). Brevemente, al final de los tratamientos, las células SN56 se lavaron con
tampón fosfato, se recogieron por raspado, y se lisaron usando un tampón RIPA (Thermo
Scientific, Madrid, España) con un cóctel de inhibidores de proteasas (ThermoFisher Scientific,
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Madrid, España). Después de la centrifugación a 10.000 x g durante 10 min a 4ºC, el
sobrenadante del lisado celular (10 µl) se pipeteó en una placa de microtitulación de 96 pocillos
que contenía tampón Ellman, así como iso-OMPA, (concentración final 100 mM). El ensayo
cinético se inició por adición de acetiltiocolina y ácido ditionitrobenzoico (1 mM y 500 mM
concentraciones finales, respectivamente). La absorbancia se leyó usando un lector de placas
(412 nm). Todas las muestras se realizaron por triplicado. La actividad de la AChE se calculó
como nmol/min/mg de proteína y se representa como porcentaje respecto al control. La
actividad de butirilcolinesterasa fue inhibida por iso-OMPA.
La enzima ChAT cataliza la transferencia de un grupo acetilo de la coenzima A, acetil-
CoA, con la colina dando lugar a la ACh. La actividad de la ChAT se midió en el homogenizado
celular por medio del método radio-enzimático de Fonnum (Fonnum, 1975), con una
modificación que implica la incorporación de [C14] acetil-CoA en la ACh (Mennicken y
Quirion, 1997; Zheng et al., 2002). Los cultivos control y tratados (de placas de 6 pocillos por
muestra) se lavaron con PBS, se rasparon en 100 µl de tampón de homogenización frío (tampón
fosfato de sodio 40 mM, pH 7,4, que contiene 200 mM de NaCl y 0,5% Triton X-100) y luego
se homogenizaron mediante sonicación (Zheng et al., 2002). La radioactividad correspondiente
al producto de reacción ([C14] ACh) se midió por medio de un medidor de cuentas. Todos los
valores de actividad de ChAT, obtenidos por triplicado para cada muestra, se expresaron como
pmol de ACh sintetizada/h/mg de proteína.
4.4.5. Análisis de la concentración de ACh en neuronas SN56
Para determinar la concentración de ACh en el medio de cultivo se usó un kit comercial
colorimétrico/fluorométrico (Abcam, Cambridge, Reino Unido) (Reale et al., 2012) de acuerdo
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con las instrucciones del fabricante. Brevemente, se recogió el medio de cultivo después de 24
	
horas de tratamiento y se centrifugó a 800 x g. Posteriormente, el sobrenadante se liofilizó, y
se reconstituyó en 50 µl del tampón de ensayo, y se almacenó a -80ºC hasta su posterior análisis.
50 µl de la muestra se mezclaron con 50 µl de solución de reacción que incluye tampón de
ensayo para la colina, la sonda de colina y AChE de acuerdo con las instrucciones. Cada muestra
se ensayó por triplicado, y todo el experimento se llevó a cabo por triplicado. El nivel de ACh
(pmol/pocillo) se calculó mediante la gráfica de la fluorescencia de cada muestra frente a las
concentraciones estándar de colina. La medición de la fluorescencia se determinó a λ Ex/Em
535/587 nm.
4.4.6. Análisis de la expresión génica
Para la realización de la determinación de los cambios en la expresión genética tras la
exposición aguda al cadmio se realizó una Reacción en Cadena de la Polimerasa
semicuantitativa (QPCR). El ARN total fue extraído mediante el método del Trizol (Invitrogen,
Madrid, España). La concentración final de ARN se determinó usando un espectrofotómetro
Nanodrop 2000 (ThermoFisher Scientific, Madrid, España) y la calidad de las muestras del
ARN total se evaluó utilizando el LabChip Experion (Bio-Rad, Madrid, España). La síntesis
del ADN complementario del ARN se realizó con 1.000 ng de ARN usando el kit de síntesis
PCR Array First Strand-Synthesis Kit (C02; SuperArray Bioscience, Madrid, España)
siguiendo las instrucciones del fabricante, incluyendo un paso de eliminación de ADN
genómico y controles de ARN externos. Después se realizó la QPCR utilizando conjuntos de
cebadores prevalidados de los genes en estudio incluyendo una etapa de eliminación de ADN
genómico y controles de ARN externos. Después de la transcripción inversa, se realizó una
QPCR utilizando conjuntos de cebadores prevalidados (SuperArray Bioscience) que codifican
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para el ARNm de ChAT (PPM57674A), VAChT (PPM04178), CHT (PPM31807A), AChE
	
(PPM35356A), RM1 (PPM03990A), GSK-3β (PPM03380C), βAPP (PPM37085A) y ACTB
(PPM02945B). Los cebadores para ambas isoformas de la AChE, R y S, (Tabla 1) se tomaron
de Shaltiel et al. (2013). Las reacciones se realizaron en un CFX96 mediante Real-Time PCR
SYBR Green Master Mix PA-012 (SuperArray Bioscience). Los parámetros del termociclador
fueron 95°C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos y 72°C
durante 30 segundos. Se utilizó el gen de la beta actina (ACTB) como un control interno para
la normalización. Los cambios relativos en la expresión génica se calcularon utilizando el
método de Ct (ciclo umbral). Los datos de expresión se presentan como múltiplos de cambio
reales (Livak y Schmittgen, 2001).
Tabla 3. Cebadores usados para la determinación de la expresión génica de las variantes de la
AChE.
Abreviatura
AChE-S
Gen
Acetilcolinesterasa
Referencia
Shaltiel et al., (2013)
Cebadores Sentido (S) y
Antisentido (R)
S-ctgaacctgaagcccttagag
A-ccgcctcgtccagagtat
AChE-R Acetilcolinesterasa Shaltiel et al., (2013) S-gagcagggaatgcacaag
A-ggggaggtaaagaagagag
Elegimos el estudio de los genes ChAT, VAChT, y AChE para determinar el efecto del
Cd sobre la transmisión colinérgica, debido a que el neurotransmisor ACh es sintetizado por la
enzima ChAT (Oda, 1999) y la enzima CHT media la recaptación de la colina a nivel
presináptico como paso limitante de la velocidad de síntesis de la ACh (Bazalakova y Blakely,
2006). VAChT es responsable del transporte de la acetilcolina desde el citoplasma a las
vesículas sinápticas, siendo este un paso limitante en la liberación de ACh (Oda, 1999). Por
último, la AChE descompone la acetilcolina, terminando, por lo tanto, el proceso de
neurotransmisión (Ballard et al., 2005).
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4.4.7. Análisis de la inducción de estrés oxidativo en neuronas SN56
	
Para determinar la inducción de estrés oxidativo tras la exposición aguda a cadmio
medimos la concentración de MDA (indicador de la peroxidación de lípidos) y de H202
(indicador de la inducción de radicales libres). La concentración intracelular de MDA se
cuantificó después de 24 horas de exposición a cadmio con o sin NAC (1 mM) usando el kit
MDA Assay Kit (Abcam, Cambridge, Reino Unido), siguiendo el protocolo del fabricante. Tras
el tratamiento se recogieron 1x106 células y se homogenizaron en tampón de lisis de MDA (300
µl) en hielo, con 3 µl de butil hidroxitolueno (BHT) (100X) y se centrifugaron durante 10 min
a 13.000 x g para eliminar el material insoluble. La muestra (200 µl) o estándar (200 µl de
MDA) se mezcló con 600 µl de solución de terbutanol (TBA), se incubaron a 95°C durante 50
min y se enfriaron a temperatura ambiente en un baño de hielo durante 10 min. Se añadió cada
muestra y estándar (200 µl) (duplicado) a una placa de 96 pocillos y se midió la absorbancia a
532 nm usando un lector de microplacas. La concentración de malondialdehído fue determinada
como nmol/mg de proteína y se representa como porcentaje respecto al control.
El peróxido de hidrógeno (H2O2) es una de las especies de oxígeno reactivas (ERO)
producidas bajo condiciones de estrés oxidativo. El contenido de H2O2 se midió usando el kit
Hydrogen Peroxide Assay Kit (Abcam, Cambridge, Reino Unido) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. En resumen, después de 24 horas de tratamiento con la cadmio con
o sin NAC (1 mM), las células sin transfectar y las células SN56 transfectadas se recogieron en
tampón de ensayo H2O2 y luego se centrifugó durante 15 min a 1.000 x g. Un total de 50 µl del
sobrenadante se mezcló con 50 µl de la mezcla de reacción (tampón de ensayo: 46 µl; sonda
OxiRed: 2 µl; HRP: 2 µl) y después se incubaron a temperatura ambiente durante 10 min. La
densidad óptica se leyó a 570 nm con un lector de microplacas, y la concentración de H2O2 se
- 92 -
   
              
              
    
 
            
 
                 
                 
              
                 
                  
                  
             
             
                
                  
                 
               
                
                 
                
                 
                    
             
calculó de acuerdo con una curva de concentración estándar. El contenido de peróxido de
	
hidrógeno en las muestras se expresa en nanomoles por mililitro y se representa como
porcentaje respecto al control.
4.4.8. Análisis de bloqueo de los receptores muscarínicos M1 en neuronas SN56
Para llevar a cabo el análisis del bloqueo de los RM1 por el cadmio, se procedió sobre
el cultivo de neuronas colinérgicas SN56 a retirar el medio de cultivo y las células se lavaron
con solución salina tamponada con tampón fosfato en frio. A continuación, las células se
rasparon en un tampón Tris-HCl 20 mM enfriado en hielo, que contenía MnCl2 1,0 mM a pH
7,4 y a continuación se lisaron. El lisado celular se centrifugó a 32.500 x g durante 30 minutos
a 4°C y el sedimento se resuspendió en el mismo tampón a una concentración de proteína de 3
mg/ml. Estas preparaciones se usaron inmediatamente o se almacenaron a -80ºC. La afinidad
del cadmio por los receptores muscarínicos M1 se evaluó determinando el desplazamiento de
la unión de [3H] pirenzepina (Perkin Elmer, Madrid, España) a los RM1 de las membranas de
las células SN56. Los ensayos se llevaron a cabo con [3H] pirenzepina 10 nM, 5 mg de lisado
de células y una de las concentraciones de cadmio a evaluar (incluida cero) en cada tubo. Se
ensayó cada concentración de cadmio por triplicado. La reacción se inició con la adición del
lisado con las membranas celulares, y los tubos se incubaron a 22°C durante 60 min. La
incubación se terminó mediante la adición de 5 ml de tampón enfriado en hielo y la filtración
rápida a través de un papel de filtro de fibra de vidrio Whatman GF/B (previamente endurecido
en polietilenimina al 0,5%). Los filtros se lavaron dos veces con 5 ml de tampón enfriado en
hielo y se transfirieron a viales de contaje de cuentas a los que se añadieron 3 ml de cóctel de
contaje de cuentas Beckman Ready Safe. Los valores de unión obtenidos (pmol) se
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normalizaron por los valores de concentración de proteína dando una unidad final de pmol/mg
	
y se presentaron como porcentaje de control sin tratar.
4.4.9. Análisis del contenido de proteínas beta-amiloides y Tau en neuronas SN56
Se recogieron los medios procedentes de los cultivos de neuronas SN56 tanto control
como tratados (de placas de 6 pocillos por muestra) y se centrifugaron a 3000 x g durante 10
minutos a 4ºC para eliminar los restos celulares. Los cultivos se lavaron con solución salina
tamponada con tampón fosfato, las células se rasparon en 100 μl de tampón de lisis en frío (Tris
50 mM, pH 7,6, EDTA 1 mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 al 1%, inhibidores de proteasas y
fosfatasas) y se incubaron en hielo durante 5 minutos. A continuación, los lisados se
centrifugaron a 14.000 x g durante 10 min a 4°C y el sobrenadante resultante se almacenó para
el análisis. Se analizaron los medios de cultivo para determinar los niveles totales de proteínas
Tau (KMB7011) y Tau fosforilados (KMB7041), y se analizaron los lisados celulares para
determinar los niveles de proteínas Aβ 1-40 (KMB3481) y Aβ 1-42 (KMB3441) utilizando kits
ELISA disponibles comercialmente (Invitrogen, Madrid, España), siguiendo los protocolos del
fabricante. Para tener en cuenta en dichos análisis la concentración de proteínas, se midió la
concentración de proteína total presente en los lisados celulares mediante el kit BCA
(ThermoFisher Scientific, Madrid, España) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Los
valores obtenidos en los tests de ELISA (pg/ml) fueron normalizados con la concentración
intracelular total de proteínas (μg/ml), dando lugar a una unidad final de pg/μg y presentada
como porcentaje de control no tratado
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4.4.10. Análisis estadístico
	
Los datos se representan como media ± desviación estándar (DE).
Las comparaciones entre los grupos experimentales y control se realizaron mediante
análisis de la test de Student para determinar las diferencias significativas entre un tratamiento
y su control, el análisis ANOVA de tres vías para la determinación de la interacción entre el
tipo de neurona, silenciamiento de genes y el tratamiento, el análisis ANOVA de dos vías para
determinar la interacción entre el tratamiento y la transfección, y el análisis ANOVA de una
vía para la determinación de diferencias significativas entre diferentes dosis de un tratamiento
o entre los diferentes cuadrantes, seguido por la prueba post-hoc de Tukey.
La diferencia estadística fue aceptada cuando p ≤ 0,05.
El análisis estadístico de los datos se llevó a cabo por ordenador utilizando el software
GraphPad Prism 5.0 para Windows.
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5. RESULTADOS
	
5.1. Efecto del cadmio sobre la viabilidad de las neuronas colinérgicas del PSB
Se analizó un promedio de 6 campos microscópicos seleccionados al azar para cada
cuadrante. En este estudio, el porcentaje promedio de células AChE + del total de las células
neuronales fue de 18 ± 1,6%. Este porcentaje no varió entre los diferentes cuadrantes (p= 0,712,
ANOVA de una vía). Se encontró una reducción significativa dosis-dependiente en el número
de neuronas del prosencéfalo basal en los grupos tratados con cadmio en comparación con el
grupo de control (Figura 2 B), siendo más pronunciada la reducción en el número de neuronas
AChE + (Figuras 2A y 2B).
5.2. Efecto del silenciamiento de RM1 en las neuronas del PSB
Se analizó un promedio de 6 campos microscópicos seleccionados al azar para cada
cuadrante (Figura 3A). El promedio del porcentaje de AChE + en los cultivos control entre
todas las células neuronales fue de 17,6 ± 1,8%. Este porcentaje no varió entre los diferentes
cuadrantes (p = 0,612, ANOVA de una vía) (datos no presentados). En comparación con los
controles, se encontró una reducción significativa en el número de neuronas del prosencéfalo
basal en los cultivos no transfectados tratados con cadmio, así como en las neuronas silenciadas
para RM1 tratadas con o sin cadmio.
La pérdida de neuronas AChE+ fue mayor que la observada en cualquier otro tipo de
neurona (p<0,001, ANOVA de tres vías) tanto en las neuronas no transfectadas tratadas con
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cadmio como en las neuronas silenciadas para RM1 tratadas con o sin cadmio (Figura 3B).
Además, la disminución de la viabilidad celular fue mayor en las células silenciadas para RM1
tratadas con cadmio que en las células no transfectadas tratadas con cadmio o las células solo
silenciadas para RM1 (p <0,001, ANOVA de tres vías) (Figura 3B). La transfección de células
con el control de ARN de silenciamiento no mostró ningún efecto sobre la expresión de RM1
y la viabilidad celular, pero el silenciamiento de RM1 causo una gran reducción en la expresión
del gen RM1 (Figuras 3B y 3C).
Figura 2. Tras 7 días de cultivo, las neuronas se trataron con vehículo o Cd durante 24 h y se
tiñeron para AChE. (A) La imagen muestra las neuronas AChE positivas y negativas (40X) del
prosencéfalo basal de rata tras el tratamiento con cadmio (10-4M). (B) El gráfico muestra el
porcentaje de reducción de las neuronas de AChE ± tras el tratamiento con cadmio. Los datos
representan la media ± DE de 3 experimentos independientes en triplicado. ***p<0.001
comparado con el control.
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Figura 3. Tras 7 días de cultivo, las neuronas fueron transfectadas con ARNsi-RM1 y 48 horas
más tarde se tiñeron para AChE. Control: neuronas del prosencéfalo basal transfectadas sin
ARNsi. Control Negativo (Neg.): neuronas del prosencéfalo basal transfectadas con ARNsi
inespecífico. ARNsi-RM1: transfectadas con ARNsi contra RM1. (A) La fotomicrografía
muestra neuronas cultivadas del prosencéfalo basal de la rata AChE positivas y negativas (40X)
tras el tratamiento con cadmio. (B) El gráfico muestra el porcentaje de reducción de neuronas
AChE + /-tras el silenciamiento del RM1. (C) El silenciamiento del RM1 puede detectarse por
RT-PCR análisis tras 48 h de la transfección. Los datos representan la media ± DE de 3
experimentos independientes en triplicado. ***p<0.001 comparado con el control; &&&p<0,001
comparado con las neuronas AChE- silenciadas para RM1; ###p <0,001 comparado con las
neuronas AChE + silenciadas para RM1.
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5.3. Efecto del cadmio sobre la viabilidad de células SN56 a través de los ensayos del MTT
	
y el LDH.
Se utilizaron las pruebas de MTT y LDH para evaluar la supervivencia celular tras 24
horas de exposición al cloruro de cadmio a concentraciones crecientes (10-7 M – 10-2 M). El
ensayo MTT indica cambios en la actividad metabólica asociados a la supervivencia celular
(viabilidad celular). La prueba de MTT, tras el tratamiento con cloruro de cadmio, mostró una
disminución en el metabolismo mitocondrial y una clara reducción dependiente de la
concentración en la viabilidad celular comparada con las células tratadas con vehículo (control
negativo) (Figura 4A). Tras la co-incubación de cadmio con ACh (10-8 M – 10-4 M), no se
observó un efecto significativo sobre la viabilidad con respecto de las células de control (datos
no mostrados), pero tras el tratamiento con cadmio de células silenciadas para AChE se observó
una menor disminución en la reducción de la viabilidad celular (Figura 4A). Además, tras el
tratamiento con cadmio (1-100 μM) de las células SN56 silenciadas de forma independiente o
simultáneamente para AChE, βAPP y GSK-3β, se observó una mejora en la reducción de la
viabilidad celular (Figura 5A). Sin embargo, tras el silenciamiento del RM1, se observó una
reducción en la viabilidad celular (Figura 5A), que fue menor que la observada tras el
tratamiento con cadmio de células silenciadas para RM1, o tras el tratamiento solamente con
cadmio a la concentración más alta. El silenciamiento simultaneo del RM1, AChE, βAPP y
GSK-3β revertió parcialmente la muerte celular observada tras el silenciamiento sólo del RM1
(Figura 5A). El tratamiento con cadmio de las células silenciadas simultáneamente para RM1,
AChE, βAPP y GSK-3β, redujo la viabilidad celular de una manera concentración-dependiente,
aunque esta reducción fue menor que la observada tras el tratamiento sólo con cadmio o tras el
silenciamiento sólo de RM1 (Figura 4A). La transfección de células con ARN de silenciamiento
control no produjo ningún efecto sobre la viabilidad celular (Figura 6A). Por último, el
- 100 -
   
               
                  
      
 
                
                
               
     
tratamiento solo con NAC (1 mM) no alteró la viabilidad celular (Figura 7A). El co-tratamiento
	
con Cd y NAC de células SN56 durante 24 h produjo una atenuación parcial de la reducción
de la viabilidad celular (Figura 6A).
Figura 4. El efecto del cloruro de cadmio sobre la viabilidad de células SN56 silvestres o
silenciadas para AChE se determinó mediante el ensayo de MTT (A) y LDH (B). Los datos
representan la media ± DE de tres experimentos independientes en triplicado. *** p <0,001 en
comparación con el control.
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Figura 5. El efecto de cloruro de cadmio (1, 10 y 100 μM) sobre la viabilidad de las células
SN56 silvestres o transfectadas, simple o simultáneamente para AChE, βAPP, RM1 y GSK-3β,
se determinó mediante los ensayos de MTT (A) y LDH (B). Los valores control de la
absorbancia a 562 nm fueron de 0,83 ± 0,04 y a 490 nm fueron de 0,21 ± 0,03 para los ensayos
del MTT y LDH, respectivamente. Los datos representan la media ± DE de 3 experimentos
independientes en triplicado. ***p<0.001 comparado con el control; &&&p<0,001 comparado
con el tratamiento con cadmio; ###p<0,001 y##p <0,01 comparado con el silenciamiento de RM1
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Figura 6. Efecto sobre la viabilidad celular y sobre la expresión génica de la AChE, βAPP,
RM1 y GSK-3β tras su silenciamiento simple o simultáneo. (A) Efectos del silenciamiento
simple o simultáneo de AChE, βAPP, RM1 y GSK-3β sobre la viabilidad celular determinados
por medio del test de MTT. Silenciamiento simple (B) y simultáneo (C) de AChE, βAPP, RM1
y GSK-3β detectado por QPCR tras 48 h de la transfección. Los datos representan la media ±
DE de 3 experimentos independientes en triplicado. ***p<0.001 comparado con el control.
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Figura 7. El efecto de cloruro de cadmio (1, 10 y 100 μM) con o sin NAC sobre la viabilidad
de las células SN56 se determinó mediante los ensayos de MTT (A) y LDH (B). Los datos
representan la media ± DE de 3 experimentos independientes en triplicado. ***p<0.001
comparado con el control; &&&p<0,001 comparado con el tratamiento con cadmio.
Los resultados obtenidos con el ensayo de MTT se confirmaron mediante la
determinación de LDH. La LDH se libera de las células como resultado de la pérdida de la
integridad de la membrana plasmática y es indicativa del mecanismo de muerte celular por
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necrosis. En el estudio se observó un incremento de la liberación LDH al medio de cultivo de
	
una manera concentración-dependiente cuando las células SN56 se expusieron a cloruro de
cadmio en comparación con las células tratadas con vehículo (control negativo) (Figura 4B),
pero este aumento comenzó a una concentración mayor (10-5 M) que la reducción de la
viabilidad celular observada por la prueba del MTT. El tratamiento sólo con NAC no altero la
liberación de la LDH (Figura 7B). El co-tratamiento con Cd y NAC de células SN56 durante
24 h produjo una atenuación del aumento de la liberación de LDH (Figura 7B).
Por otra parte, tras el tratamiento con cadmio de células SN56 silenciadas para la AChE,
se observó una menor liberación de LDH (Figura 4B). Tras el tratamiento con cadmio de células
SN56 silenciadas de forma individual para AChE, RM1, βAPP y GSK-3β, se observó también
una menor liberación de LDH, excepto para RM1 que fue mayor que tras el tratamiento sólo
con cadmio. Tras el tratamiento con cadmio de las células silenciadas simultáneamente para
RM1, AChE, βAPP y GSK-3β, se produjo un aumento concentración-dependiente la liberación
de LDH, aunque fue menor que el experimentado tras el silenciamiento de RM1 o tras el
tratamiento sólo con cadmio (Figura 5B). El silenciamiento de RM1 aumentó la liberación de
LDH, aunque ésta fue mayor tras el tratamiento con cadmio a la concentración más alta. No
hubo diferencias significativas entre los datos de las células tratadas con vehículo y las células
control.
5.4. Efecto del cadmio sobre la actividad de las caspasas 3/7 en células SN56.
Se investigó la influencia del cadmio (1-100 μM) sobre la actividad de las caspasas 3/7
en células colinérgicas septales SN56 (Figura 8). El cadmio tras 24 horas de tratamiento activó
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las caspasas 3/7 en células SN56 de una manera concentración-dependiente a partir de una
concentración de 1 µM en comparación con el grupo control. Además, las células silenciadas
para RM1 también presentaron una inducción de las caspasas 3/7, que fue inferior a la
observada en las células silenciadas para RM1 y tratadas con cadmio o tras el tratamiento con
cadmio a la mayor concentración. Tras 24 h de tratamiento con cadmio de células silenciadas
de forma simple para AChE, RM1, βAPP y GSK-3β o simultanea para AChE, RM1, βAPP y
GSK-3β se produjo una activación de las caspasas 3/7 a partir de una concentración de 1 μM
de una manera concentración-dependiente en comparación con el grupo de control, pero esta
activación fue menor que la observada tras el tratamiento sólo con cadmio.
Figura 8. Análisis de las actividades de las caspasas 3/7 en células SN56 silvestres o silenciadas
individual o simultáneamente para AChE, βAPP, RM1 y GSK-3β tras el tratamiento con
cadmio. Los valores se expresan como media ± DE. ***p<0,001 comparado con el control;
&&&p<0,001 comparado con el tratamiento con cadmio; ###p<0,001 comparado con el
silenciamiento de RM1.
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El tratamiento solo con NAC no alteró la activación de las caspasas 3/7 (Figura 7). El
	
co-tratamiento con Cd y NAC de células SN56 durante 24 h produjo una atenuación de la
activación de las caspasas observado tras el tratamiento con cadmio (Figura 9).
Figura 9. Análisis de la actividad de las caspasas 3/7 en células SN56 tras el tratamiento con
cadmio (1, 10 y 100 μM) con o sin NAC. Los datos representan la media ± DE de 3
experimentos independientes en triplicado. ***p<0.001 comparado con el control; &&&p<0,001
comparado con el tratamiento con cadmio.
5.5. Efecto del cadmio sobre la actividad de la AChE y la ChAT en células SN56
Se evaluó la actividad de la AChE y la ChAT tras 24 h de exposición a cloruro de cadmio
a concentraciones crecientes (10-7 M - 10-2 M) en lisados de células SN56. Se observó un
aumento significativo en la actividad de la AChE desde 10-7 M a 10-5 M, pero se produjo una
disminución significativa desde 10-4 M a 10-2 M en dicha enzima (Figura 10). El efecto del
cadmio sobre la actividad de AChE podría ser enmascarado por la muerte celular. Los
resultados se normalizaron con la concentración de proteínas, por lo que la reducción de la
actividad AChE parece estar debida a un efecto directo de cadmio sobre esta enzima. La
actividad de la colina acetiltransferasa se redujo de una manera concentración-dependiente en
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comparación con los controles (Figura 11). El efecto del cadmio en la actividad de la ChAT, al
igual que se ha comentado antes para la actividad de AChE, podría también ser enmascarado
por la pérdida de células, pero como los resultados también fueron normalizados con la
concentración de proteínas, la reducción de la actividad de la ChAT parece estar también debido
a un efecto directo del cadmio en esta enzima.
Figura 10. Efecto sobre la actividad de la AChE tras 24 h de exposición a concentraciones
crecientes de Cd. Los datos representan la media ± DE de 3 experimentos independientes en
triplicado. * P <0,05 y *** p <0,001comparado con el control.
Figura 11. Efectos del cloruro de cadmio sobre la actividad de la colina acetiltransferasa en las
células SN56. La actividad de la acetiltransferasa de colina se expresa como nmol de
acetilcolina sintetizada por mg de proteína por h. Los resultados se representan como media ±
DE de tres cultivos independientes. * P <0,05 y *** p <0,05 comparado con el control.
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5.6. Medición del nivel de acetilcolina en células SN56
	
Se midieron los niveles de ACh en el sobrenadante de los cultivos celulares tras 24 h de
exposición al cloruro de cadmio a concentraciones crecientes (10-7 M - 10-2 M). Los niveles de
ACh disminuyeron significativamente tras la exposición a cadmio de una manera
concentración-dependiente (Figura 12). Esta reducción de los niveles de ACh podría deberse a
la reducción de la viabilidad celular, pero como la actividad de ChAT se redujo, ésta es la causa
más probable de esta reducción. Por otra parte, el cadmio también aumentó la actividad de
AChE desde la concentración de 10-7 M hasta la concentración de 10-5 M, lo cual contribuye a
la reducción de los niveles de ACh observados, pero la disminución de la actividad de AChE
desde 10-4 M hasta 10-2 M debería mejorar la reducción de los niveles de ACh.
Figura 12. Efecto sobre el contenido de ACh tras 24 h de exposición a concentraciones
crecientes de Cd. Los datos representan la media ± DE de 3 experimentos independientes en
triplicado. **p<0.01 y ***p<0.001 comparado con el control.
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5.7. Efecto del cadmio sobre la expresión génica de células SN56
	
Tras la incubación durante 24 h con diferentes concentraciones de cloruro de cadmio en
células colinérgicas septales SN56, la expresión génica de AChE se indujo significativamente
de una manera concentración-dependiente (Figura 13), pero no hubo modificación en la
expresión de la VAChT y ChAT (datos no mostrados). Además, se produjo una inducción de
la expresión génica de AChE-S y GSK-3β (Figuras 14A y 14C), pero la AChE-R fue
significativamente reprimida de una manera concentración-dependiente (Figura 14B). El
tratamiento sólo con NAC no alteró la expresión génica de AChE-S, AChE-R y GSK-3β (Figura
15). El co-tratamiento con Cd y NAC de células SN56 durante 24 h produjo una atenuación
parcial del aumento de la expresión de la expresión génica de AChE-S y GSK-3β (Figuras 15A
y 15C), y de la represión de AChE-R observado después del tratamiento individual con Cd
(Figura 15B).
El silenciamiento del RM1 indujo la expresión génica de GSK-3β (Figura 16C) y de
AChE-S (Figura 16A), y reprimió la expresión génica de AChE-R (Figura 16B). El tratamiento
con cadmio durante 24 h de células silenciadas para RM1 indujo un mayor aumento en la
expresión de los genes GSK-3β y AChE-S y una mayor reducción de la expresión génica de la
AChE-R que la observada tras el tratamiento sólo con cadmio o el silenciamiento sólo de RM1
(Figura 16A-C). El silenciamiento simultáneo de RM1 y AChE atenuó la inducción de la
expresión de GSK-3β observada tras el silenciamiento único de RM1 (Figura 16C). El
tratamiento con cadmio de células silenciadas para AChE indujo un mayor porcentaje de
atenuación de la inducción de la expresión del gen GSK-3β observada tras el silenciamiento
simultáneo de RM1 y AChE (Figura16C). El tratamiento con cadmio de células silenciadas
simultáneamente para AChE y RM1 resultó en una mayor reducción en el porcentaje de
- 110 -
   
              
               
                
               
              
                 
             
               
 
 
                
               
      
 
inducción de GSK-3β que la observada tras el tratamiento con cadmio de células silenciadas
	
para AChE (Figura 16C). El co-tratamiento con cadmio y NAC de las células silenciadas para
RM1 produjo una atenuación de la sobreexpresión de los genes GSK-3β y AChE-S y de la
reducción de la expresión génica de la AChE-R observada tras el tratamiento sólo con cadmio.
La atenuación observada tras el co-tratamiento con cadmio y NAC de las células silenciadas
para RM1 fue menor que el observado tras el tratamiento con cadmio y NAC de las células
SN56 silvestres. La transfección de células con ARN de silenciamiento control no produjo
ningún efecto sobre la expresión de RM1, AChE, GSK-3β y βAPP (Figuras 6B y 6C).
Figura 13. Efecto sobre la expresión génica de AChE tras 24 h de exposición a concentraciones
crecientes de Cd. Los datos representan la media ± DE de 3 experimentos independientes en
triplicado. ***p<0.001 comparado con el control.
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Figura 14. Efecto sobre la expresión génica de AChE-S (A), AChE-R (B) y GSK-3β (C) tras
24 h de exposición a concentraciones crecientes de Cd. Los datos representan la media ± DE
de 3 experimentos independientes en triplicado. ***p<0.001 comparado con el control.
- 112 -
   
 
                
                
              
        
Figura 15. Efecto sobre la expresión génica de AChE-S (A), AChE-R (B) y GSK-3β (C) tras
24 h de exposición a concentraciones crecientes de Cd con o sin NAC. Los datos representan
la media ± DE de 3 experimentos independientes en triplicado. ***p<0.001 comparado con el
control; &&&p<0,001 comparado con el tratamiento con cadmio.
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Figura 16. Efecto sobre la expresión génica de AChE-S (A), AChE-R (B) y GSK-3β (C) tras
el silenciamiento de RM1, el tratamiento con cadmio (10 µM), o el tratamiento con cadmio de
células silenciadas para RM1. Los datos representan la media ± DE de 3 experimentos
independientes en triplicado. ***p<0.001 comparado con el control; &&&p<0,001 comparado
con el silenciamiento de RM1; ###p<0,001 comparado con el tratamiento con cadmio;
^^^p<0.001comparado con el tratamiento con cadmio de células silenciadas para RM1.
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5.8. Efecto del cadmio sobre el receptor muscarínico M1 en células SN56
El bloqueo de los receptores muscarínicos M1 en las células SN56 se midió tras una
exposición de 24 horas al cloruro de cadmio a concentraciones crecientes (1-100 μM). El
porcentaje de unión a los receptores muscarínicos M1 de la [3H] pirenzepina, antagonista
selectivo de dichos receptores, se redujo significativamente de forma concentración-
dependiente cuando se co-trataron con cadmio, alcanzando hasta el 58% de bloqueo de los
receptores muscarínicos M1 a la concentración más alta estudiada. El efecto del cadmio podría
ser enmascarado por la pérdida de células, pero como los resultados se normalizaron con la
concentración de proteínas, el efecto observado parece ser debido a un efecto directo del cadmio
sobre este receptor (Figura 17). Por otra parte, el tratamiento con NAC de las células SN56 no
altero el porcentaje de unión a los receptores muscarínicos M1 de la [3H] pirenzepina. Además,
el co-tratamiento con cadmio y NAC de células SN56 durante 24 h produjo una reducción del
bloqueo de los receptores muscarínicos M1 inducido por el tratamiento sólo con cadmio (Figura
17).
Figura 17. Inhibición in vitro de la unión de la [3H] pirenzepina (10 nM) al receptor
muscarínico M1 después de 24 horas de tratamiento con cadmio (1, 10 y 100 μM) con o sin
NAC. Los valores control de la unión del cadmio al receptor fueron 5,56 ± 0,11. Los resultados
se presentan como media ± DE de los experimentos realizados por triplicado. *** p <0,01
comparado con el control; &&&p<0.001 comparado con el tratamiento de Cd.
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5.9. Efecto del cadmio sobre el contenido de las proteínas Aβ y Tau en células SN56
El tratamiento con cadmio durante 24 horas de células colinérgicas SN56 aumentó los
niveles de las proteínas Aβ 1-40, Aβ 1-42 y Tau totales y fosforiladas de una manera
concentración-dependiente (Figura 18A-C). El aumento en las proteínas Aβ 1-42 fue mayor
que en las Aβ 1-40 (Figura 18A). El tratamiento sólo con NAC no alteró la concentración de
estas proteínas. El co-tratamiento con cadmio y NAC de células SN56 durante 24 horas produjo
una atenuación parcial del aumento de dichas proteínas, frente al observado después del
tratamiento individual con cadmio (Figura 19A-D). Además, el aumento en las proteínas Tau
totales y fosforiladas se redujo tras el tratamiento con cadmio de células silenciadas para GSK-
3β (Figura 18B y 18C).
El silenciamiento del RM1 o el tratamiento sólo con cadmio, aumentó los niveles de las
proteínas Aβ 1-40, Aβ 1-42 (Figuras 20A y 20B), Tau totales y fosforiladas (Figuras 21A y
21B), mostrando un mayor incremento en las células tratadas sólo con cadmio. El tratamiento
con cadmio de células silenciadas para RM1 aumentó más los niveles de estas proteínas que
sólo el silenciamiento de RM1 (Figuras 20 y 21). El silenciamiento simultáneo de AChE y RM1
atenuó el aumento observado de estas proteínas tras el silenciamiento único de RM1. El
tratamiento con cadmio de células silenciadas para AChE también atenuó el aumento observado
de estas proteínas tras el tratamiento sólo con cadmio, pero el porcentaje de atenuación fue
mayor que el observado tras el silenciamiento simultáneo de AChE y RM1. Además, el
tratamiento con cadmio de células silenciadas simultáneamente para AChE y RM1 atenuó el
aumento observado en estas proteínas tras el tratamiento con cadmio de células silenciadas para
RM1, pero este porcentaje de atenuación fue mayor que el observado tras el tratamiento con
cadmio de células silenciadas para AChE (Figuras 20 y 21).
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Figura 18. Evaluación del efecto de cadmio sobre los niveles de proteínas Aβ 1-40, Aβ 1-42,
Tau totales y fosforiladas en células SN56 silvestres o transfectadas. Los valores control de Aβ
1-40, Aβ 1-42, Tau totales y fosforiladas fueron 31,36 ± 0,21; 42,19 ± 0,24; 74600 ± 42,22 y
324000,56 ± 41,32 pg/ml, respectivamente. Los resultados se normalizaron con el contenido de
proteínas totales y se representaron como porcentaje con respecto al control. ***p<0.001
comparado con el control; &&&p<0,001 comparado con el tratamiento con cadmio; ###p<0,001
comparado con los niveles de Aβ 1-40.
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Figura 19. Evaluación del efecto de cadmio sobre los niveles de proteínas Aβ 1-40 (A), Aβ 1-
42 (B), Tau totales (C) y fosforiladas (D) en células SN56. Los resultados se normalizaron con
el contenido de proteínas totales y se representaron como porcentaje con respecto al control.
***p<0.001 comparado con el control; &&&p<0,001 comparado con el tratamiento con cadmio.
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Figura 20. Evaluación del efecto de cadmio en los niveles de (A) Aβ 1-40 y (B) Aβ 1-42 en
células SN56 silvestres o transfectadas. Los resultados se normalizaron con el contenido de
proteínas totales y se presentaron como porcentaje respecto al control. ***p<0.001 comparado
con el control; &&&p<0,001 comparado con el silenciamiento de RM1; ###p<0,001 comparado
con el tratamiento con cadmio; ^^^p<0.001comparado con el tratamiento con cadmio de células
silenciadas para AChE
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Figura 21. Evaluación del efecto de cadmio en los niveles de proteínas (A) Tau totales y (B)
Tau fosforiladas en células SN56 silvestres o transfectadas. Los resultados se normalizaron con
el contenido de proteínas totales y se presentaron como porcentaje respecto al control.
***p<0.001 comparado con el control; &&&p<0,001 comparado con el silenciamiento de RM1;
###p<0,001 comparado con el tratamiento con cadmio; ^^^p<0.001comparado con el tratamiento
con cadmio de células silenciadas para AChE
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5.10. Efecto del cadmio sobre la actividad de ChAT en células SN56
	
Los resultados de la medición de la actividad de la ChAT en células SN56 tras 24 horas
de tratamiento con cadmio con o sin NAC o vehículo se muestran en la Figura 22. El tratamiento
con cadmio produjo una disminución concentración-dependiente de la actividad de la ChAT.
El tratamiento solo con NAC no altero la actividad de la ChAT. Además, el co-tratamiento con
cadmio y NAC de células SN56 durante 24 h produjo una atenuación parcial de la disminución
de la actividad de la ChAT observada después del tratamiento individual con cadmio (Figura
22).
Figura 22. Efectos del cadmio sobre la actividad de la colina acetiltransferasa en células SN56.
La actividad de la colina acetiltransferasa se expresa como nmol de acetilcolina sintetizada por
mg de proteína por h. Los datos representan la media ± DE de 3 experimentos independientes
en triplicado. ***p<0.001 comparado con el control. &&&p<0.001 comparado con el tratamiento
de Cd.
Por otra parte, en la Figura 23 se muestran los efectos del tratamiento con cadmio sobre
la actividad de la ChAT en células SN56 silvestres y silenciadas para RM1 y AChE. En
comparación con los controles, la actividad de la colina acetiltransferasa disminuyó tras el
silenciamiento del RM1 o tras el tratamiento con cloruro de cadmio, siendo la reducción más
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pronunciada con el tratamiento con cadmio (Figura 23). El tratamiento con cadmio de las
células silenciadas para RM1 redujo la actividad de la ChAT en mayor medida que el
silenciamiento solo del RM1. El tratamiento con cadmio de células silenciadas para AChE
revirtió parcialmente la reducción de la actividad de la ChAT inducida tras el tratamiento sólo
con cadmio. El silenciamiento simultáneo de AChE y RM1 redujo parcialmente la disminución
en la actividad de la ChAT inducida por el silenciamiento único de RM1. El tratamiento con
cadmio de células silenciadas simultáneamente para AChE y RM1 redujo parcialmente la
disminución de la ChAT, pero esta reducción fue menor que la inducida tras el tratamiento con
cadmio de células silenciadas para AChE. Los efectos sobre la actividad de la ChAT podrían
estar enmascarados por la pérdida de células, pero como los resultados también se normalizaron
con la concentración de proteínas, parece que la reducción de la actividad de la ChAT también
se debió a un efecto directo del cadmio o del silenciamiento de RM1 sobre esta enzima.
Figura 23. Efectos del cloruro de cadmio sobre la actividad de la colina acetiltransferasa en
células SN56 silvestres y transfectadas. La actividad de la colina acetiltransferasa se expresa
como nmol de acetilcolina sintetizada por mg de proteína por h. Los resultados se presentan
como la media ± DE de tres experimentos independientes. Los resultados se normalizaron con
el contenido de proteínas totales y se presentaron como porcentaje respecto al control.
***p<0.001 comparado con el control; &&&p<0,001 comparado con el silenciamiento de RM1;
###p<0,001 comparado con el tratamiento con cadmio; ^^^p<0.001comparado con el tratamiento
con cadmio de células silenciadas para AChE.
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5.11. Efecto del cadmio sobre la inducción de peroxidación lipídica en células SN56
La peroxidación lipídica se midió en las células SN56 después de la exposición durante
24 horas a concentraciones crecientes de cadmio (1-100 µM). El tratamiento con cadmio indujo
un aumento en los niveles de MDA en una manera concentración-dependiente, en comparación
con el grupo control, lo que indica el aumento de la peroxidación lipídica (Figura 24). Por otra
parte, el tratamiento con NAC no indujo un aumento en los niveles de MDA. Por último, el co-
tratamiento con cadmio y NAC de células SN56 durante 24 horas produjo una atenuación
completa del aumento de los niveles de MDA observados después del tratamiento individual
con cadmio (Figura 24).
Figura 24. Efecto sobre el contenido de MDA tras 24 h de exposición a concentraciones
crecientes de Cd. Los datos representan la media ± DE de 3 experimentos independientes en
triplicado. ***p<0.001 comparado con el control. &&&p<0.001 comparado con el tratamiento de
Cd.
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5.12. Efecto del cadmio sobre los niveles de peróxido de hidrógeno en células SN56
El H2O2 es un subproducto metabólico de oxígeno reactivo que sirve como un regulador
clave de una serie de estados relacionados con el estrés oxidativo. Tras 24 horas de tratamiento
con cadmio, el contenido de peróxido de hidrógeno aumentó de una manera concentración-
dependiente, en comparación con el grupo control (Figura 25).
Figura 25. Efecto sobre el contenido de H2O2 tras 24 h de exposición a concentraciones
crecientes de Cd. Los datos representan la media ± DE de 3 experimentos independientes en
triplicado. ***p<0.001 comparado con el control. &&&p<0.001 comparado con el tratamiento de
Cd.
El tratamiento con NAC no indujo ningún efecto sobre el contenido de H2O2.
Finalmente, el co-tratamiento con cadmio y NAC de las células SN56 durante 24 h produjo una
atenuación completa del aumento del contenido de H202 observado después del tratamiento
individual con cadmio (Figura 25).
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6. DISCUSIÓN
	
El presente estudio demuestra que el cadmio indujo muerte celular, de una manera
concentración-dependiente, en el cultivo primario neuronal empleado procedente de la región
del prosencéfalo basal, siendo este efecto más pronunciado sobre las neuronas AChE positivas,
lo que indica que las neuronas colinérgicas son más sensibles a la toxicidad del cadmio.
Recientemente, se ha descrito que el cadmio presenta una acción toxica selectiva sobre el
sistema colinérgico periférico. En este sentido, se ha demostrado que la exposición crónica al
cadmio altera la contractilidad del músculo detrusor de rata, produciendo una disminución
significativa sólo en el componente colinérgico de su contracción en respuesta a la estimulación
del campo eléctrico (Bayazit et al., 2002). Además, se ha descrito que el tratamiento con cadmio
(10 µM y 100 µM) de explantes de médula espinal fetal humana cultivada durante 24 horas
produce una pérdida selectiva de neuronas motoras colinérgicas en los cuernos ventrales de la
médula espinal, mientras no se observa pérdida neuronal en el ganglio de la raíz dorsal
(Sarchielli et al., 2012), lo que sugiere una acción selectiva sobre las neuronas colinérgicas en
los cuernos ventrales de la médula espinal. La diferencia observada entre la muerte celular
selectiva inducida por el cadmio sobre las neuronas colinérgicas a nivel del sistema nervioso
periférico con la muerte más pronunciada pero no selectiva sobre las neuronas colinérgicas del
prosencéfalo basal puede estar relacionada con diferencias en la distribución y acumulación del
cadmio en distintas regiones, de igual manera que se observan estas diferencias dentro de la
médula espinal. Por otro lado, en el cultivo de neuronas colinérgicas SN56 observamos una
reducción concentración-dependiente de la viabilidad celular basada en los ensayos del MTT,
activación de las caspasas 3/7 y liberación de LDH, mostrando una disminución significativa
en la viabilidad celular desde la dosis de 1 µM en el ensayo de MTT y de activación de las
caspasas 3/7, pero un aumento significativo en la liberación de LDH desde la dosis de 10 µM.
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Esta diferencia podría estar relacionada con un cambio en el tipo de muerte celular desde la
	
apoptosis a la necrosis como se ha descrito anteriormente (López et al., 2003).
Además, observamos en el cultivo de neuronas SN56 una disminución concentración-
dependiente en los niveles de ACh correlacionada con la reducción de la viabilidad celular que
podría explicar esta disminución. El cadmio aumentó la actividad de la AChE a concentraciones
inferiores a 100 µM, pero disminuyó la actividad de la AChE a dosis superiores a 1000 µM, lo
cual está de acuerdo con lo descrito en estudios anteriores (Carageorgiou et al., 2004; Gkanti et
al., 2014; Zarros et al., 2013). La disminución en la actividad de la AChE no puede explicar la
reducción concentración-dependiente de la ACh, lo cual se explica por la reducción
concentración-dependiente de la actividad de la ChAT, dando lugar a una disminución de la
producción de ACh. Los resultados sobre las actividades enzimáticas comentados podrían estar
relacionados con la muerte celular, pero como los resultados fueron normalizaron con las
concentraciones de proteínas, este factor de confusión fue eliminado, lo que sugiere que el
efecto observado podría estar relacionado con una acción directa del cadmio sobre ellas.
Anteriormente, se ha descrito que la ACh desempeña un papel en la supervivencia
celular a través de la activación del receptor colinérgico (Resende y Adhikari, 2009), y una
reducción en sus niveles podría aumentar la muerte celular, siendo éste un posible mecanismo
que medie la muerte celular más pronunciada observada en las neuronas colinérgicas. Sin
embargo, la co-incubación de la ACh con cadmio no fue capaz de reducir la muerte celular
inducida por el cadmio, lo que sugiere que otros mecanismos deben de estar implicados. En
este sentido, se ha descrito que el tratamiento con cadmio tanto in vivo como in vitro (50-100
μM) bloquea los receptores muscarínicos en el cerebro de la rata, alcanzando esta inhibición el
50% de los receptores muscarínicos (Hedlund et al., 1979; Hedlund y Bartfai, 1979) y se ha
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descrito que disminuye tanto la respuesta máxima a la ACh (10µM) como a la pirenzepina,
antagonista selectivo de RM1, en los anillos aórticos de ratas macho, sugiriendo que podría
bloquear selectivamente los RM1 (Ghelardini et al., 1999). En el presente estudio mostramos
que el cadmio bloqueó los receptores RM1 en el rango de las concentraciones previamente
descrito, lo cual respalda nuestros resultados y podría explicar por qué la co-administración de
ACh con cadmio no revirtió los efectos observados sobre la viabilidad de las neuronas
colinérgicas del prosencéfalo basal. Además, el silenciamiento del RM1 en el cultivo primario
de neuronas del prosencéfalo basal indujo muerte celular sobre las neuronas de esta región
siendo más pronunciada sobre las neuronas colinérgicas, de igual manera que el efecto
producido por el tratamiento solo con cadmio. Sin embargo, el nivel de reducción de la
viabilidad celular tras el silenciamiento de RM1 en las células del prosencéfalo basal fue menor
que tras el tratamiento con cadmio de células silenciadas para RM1, sugiriendo que otros
mecanismos están involucrados. En este sentido el silenciamiento de RM1 en neuronas
colinérgicas SN56 indujo la pérdida de neuronas, pero la muerte celular inducida fue en un
nivel inferior al producido por el tratamiento con cadmio de células silenciadas para M1R o tras
el tratamiento con cadmio a mayores concentraciones de las células no silenciadas. Estos
resultados muestran que el bloqueo del RM1 por el cadmio contribuye significativamente a la
muerte celular más pronunciada de las neuronas colinérgicas, pero sugieren que otros
mecanismos están implicados en este efecto.
Además, se ha descrito que el cadmio aumenta la producción de proteína Aβ (Smedman
et al., 1997) y la formación de filamentos Tau (Jiang et al., 2007), mecanismos que se han
relacionado con la inducción de la muerte celular en las neuronas colinérgicas del prosencéfalo
basal y el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer (Kar et al., 2004), siendo también capaz
de mediar este efecto. En este sentido, el tratamiento con cadmio de neuronas colinérgicas SN56
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también aumentó los niveles de Aβ 1-40 y Aβ 1-42, con un mayor incremento en los niveles de
Aβ 1-42, que se ha descrito que es más fibrilogénico y muestra una mayor neurotoxicidad in
vivo que el péptido Aβ 1-40 (Klein et al., 1999). Estos resultados están de acuerdo con los datos
previamente descritos (Li et al., 2012; Smedman et al., 1997). El tratamiento con cadmio de las
células SN56 silenciadas para βAPP atenuó la activación de las caspasas 3/7, la liberación de
LDH y la reducción de la viabilidad celular observada tras el tratamiento sólo con cadmio, lo
que demuestra que las proteínas Aβ median la muerte celular inducida por el cadmio sobre las
neuronas colinérgicas. Por otra parte, el tratamiento con cadmio de neuronas SN56 también
aumentó los niveles de proteínas Tau totales y fosforiladas y aumentó la expresión de la enzima
GSK-3β, lo que está en concordancia con estudios previos (Wang et al., 2009). Sin embargo, el
tratamiento con cadmio de las células SN56 silenciadas contra GSK-3β redujo los niveles de
las proteínas Tau totales y fosforiladas, la activación de las caspasas 3/7, la liberación de LDH
y la inducción de muerte celular observada tras el tratamiento sólo con cadmio, lo que evidenció
la implicación de las proteínas Tau en la muerte de neuronas colinérgicas septales. En este
sentido, se ha descrito que la acumulación de proteínas Tau o la hiperfosforilación de las
mismas, principalmente a través de la inducción de GSK-3β, induce la muerte celular neuronal
(Avila et al., 2004; Beharry et al., 2014), lo cual apoya nuestros resultados.
También observamos que la expresión de la AChE se incrementó de una manera
concentración-dependiente en las neuronas SN56 tratadas con cadmio, correlacionándose con
la reducción de la viabilidad celular y el silenciamiento de su expresión revirtió parcialmente
esta reducción, sugiriendo que el silenciamiento de la AChE podría estar implicado en la muerte
celular más pronunciada observada en las neuronas colinérgicas. Además, observamos que el
tratamiento con cadmio aumentó la expresión de la variante AChE-S y disminuyó la expresión
de la variante AChE-R. La disminución de la expresión de AChE-R junto con la sobreexpresión
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de la variante AChE-S se ha asociado con neurodegeneración y muerte celular (Birikh et al.,
	
2003; Greenberg et al., 2010; Zimmermann, 2013). Por lo tanto, este mecanismo también podría
explicar la muerte celular más pronunciada observada sobre las neuronas colinérgicas del
prosencéfalo basal. Por otra parte, el silenciamiento simultaneo de RM1, AChE, βAPP y GSK-
3β produjo una reversión parcial de la muerte celular observada solo con el silenciamiento de
RM1. Además, el tratamiento con cadmio de células SN56 silenciadas simultáneamente para
AChE, RM1, βAPP y GSK-3β redujo el aumento de la muerte celular producido por el
tratamiento sólo con cadmio. Estos datos sugieren que otros mecanismos además de los
descritos arriba están implicados en la muerte celular inducida sobre neuronas colinérgicas
septales.
Por otra parte, se ha descrito que la estimulación de los receptores muscarínicos M1 con
agonistas selectivos da como resultado la inhibición de la enzima GSK-3β (Fisher 2012; Lahmy
et al., 2013), el procesamiento de la proteína βAPP a productos no amiloidogénicos, la
disminución de fosforilación de proteínas Tau y la reversión de los deterioros cognitivos en
ratones transgénicos (Graham et al., 2013; Pavia et al., 1998). Por el contrario, la deleción de
RM1 conduce a un aumento en la generación de Aβ y la formación de placas amiloideas en un
modelo de ratón de EA (Davis et al., 2010), a la reducción de la actividad de la enzima colina
acetiltransferasa (ChAT) (Park et al., 2004) y a la inducción de patología Tau (Fisher, 2012).
Por otra parte, el bloqueo de los RM1 resulta en el deterioro de la memoria en ratas y en el
hombre, que imita el déficit de memoria inducido en la EA (Anagnostaras et al., 2003; Atri et
al., 2004). Además, se ha demostrado que el RM1 presenta un papel esencial para la expresión
de las variantes de la AChE observado con el tratamiento con antagonistas de los receptores
M1, que disminuyen la expresión de la AChE (Salmon et al., 2005). Por lo tanto, los efectos
observados en las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal podrían estar mediados por el
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bloqueo de los RM1 por el cadmio. En este sentido, nuestros resultados muestran que el
	
silenciamiento de RM1 en las células SN56 aumentó la expresión de la AChE-S y la GSK-3β,
los niveles de proteínas Aβ, Tau totales y fosforiladas, y disminuyó la expresión de AChE-R y
la actividad de la ChAT, lo cual confirma que el cadmio media estos efectos a través del bloqueo
del receptor muscarínico. Sin embargo, los efectos del silenciamiento de RM1 sobre estos
mecanismos fueron menos pronunciados que los observados tras el tratamiento con cadmio de
células silenciadas para RM1, lo que sugiere que el bloqueo de RM1 medió parcialmente estos
mecanismos. Por otra parte, en comparación con el silenciamiento solo de RM1, el tratamiento
con cadmio de células silenciadas para RM1 produjo un mayor aumento en la expresión génica
de AChE-S y GSK-3β, los niveles de proteínas Aβ, Tau totales y fosforiladas, y también una
mayor disminución de la expresión de AChE-R y la actividad de la ChAT. Esto sugiere que el
bloqueo de RM1 por el cadmio puede mediar parcialmente estos mecanismos, pero que otros
mecanismos pueden estar involucrados.
En estudios previos, se ha descrito que la AChE-S facilita la formación de placa Aβ en
la EA, pero la AChE-R la inhibe. Los péptidos neurotóxicos amiloideos Aβ 1-40 y Aβ 1-42 son
formados en función de la expresión de las dos variantes (Berson et al., 2008; Berson y Soreqn,
2010). Además, la sobreexpresión de la variante AChE-S se ha mostrado que induce la
reducción de la actividad de la ChAT (Li et al., 2013) y una correlación positiva con la
hiperfosforilación de Tau (Toiber et al., 2008) y causa la muerte celular en cultivos cerebrales
primarios activando la vía apoptótica mediante la activación de GSK-3β, Bax y las caspasas
(Toiber et al., 2009). Según estos datos, la sobreexpresión de AChE-S y la represión de AChE-
R inducida por el cadmio a través del bloqueo de los RM1, podrían mediar en parte los
mecanismos implicados en la muerte de las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal. En
este sentido, el tratamiento con cadmio de células silenciadas para AChE redujo el aumento
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producido en la expresión génica de GSK-3β, los niveles de proteínas Aβ, Tau totales y
	
fosforiladas, y la disminución en la actividad de la ChAT tras el tratamiento solo con cadmio,
lo que sugiere que todos estos efectos también están parcialmente mediados por la AChE.
Además, el silenciamiento simultáneo de AChE y RM1 atenuó parcialmente el aumento de la
expresión de GSK-3β, los niveles de proteínas Aβ, Tau totales y fosforiladas, y la disminución
de la actividad de la ChAT observado tras el silenciamiento único de RM1. Estos datos sugieren
que M1R induce sus efectos a través de la alteración de la expresión de la AChE, pero que otros
mecanismos pueden estar involucrados. El tratamiento con cadmio de células silenciadas
simultáneamente para AChE y RM1 atenuó aún más el aumento de GSK-3β, los niveles de
proteínas Aβ, Tau totales y fosforiladas, y la disminución de la actividad de la ChAT observada
tras el tratamiento con cadmio de células silenciadas para AChE, aunque esta atenuación no fue
completa. De acuerdo con todo lo anterior, el cadmio media parcialmente sus efectos a través
de M1R, al alterar la expresión de AChE, pero otros mecanismos pueden estar involucrados.
También se ha descrito que el cadmio induce especies reactivas del oxígeno (Luchese et
al., 2007, Pari y Murugavel, 2007), la cuales se ha mostrado que inducen la muerte celular
(Chandra et al., 2000) y, por tanto, también podrían mediar este efecto. En este sentido, el
tratamiento con cadmio de las células SN56 indujo la generación de ERO y de peroxidación
lipídica. El co-tratamiento con cadmio y antioxidante de las células SN56 revirtió parcialmente
la muerte celular inducida por el cadmio, lo cual sugiere que la generación de ERO participa en
la inducción de muerte celular. Por otra parte, se ha descrito que las ERO producen daños sobre
las proteínas y los lípidos, y en particular se ha descrito que la exposición a radicales libre
reduce la actividad de los receptores colinérgicos. Este efecto puede ser debido a que residuos
críticos de los receptores sean dañados o escondidos por la acción oxidativa de las ERO
(Fawcett et al., 2002). Por lo tanto, la inducción de estrés oxidativos podría mediar el bloqueo
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observado del RM1 inducido por el cadmio. En este sentido, el tratamiento de células con
	
antioxidante NAC revirtió parcialmente el bloqueo inducido por el cadmio sobre el RM1, lo
que indica que la generación de ERO media en parte de forma indirecta el bloqueo inducido
por el cadmio del RM1. Nuestros resultados son respaldados por un estudio previo que
demostró como el tratamiento con el antioxidante quercetina redujo el bloqueo del cadmio sobre
el RM1 (Gupta et al., 2016).
Además, la generación de ERO se ha relacionado con la alteración de la expresión de
las variantes de la AChE y de la GSK-3β, la producción de proteínas Aβ, Tau totales y Tau
fosforiladas (Bond et al., 2006; Giraldo et al., 2014; Rojo et al., 2008; Tamagno et al., 2005;
Wang et al., 2009). En este sentido, el co-tratamiento con cadmio y NAC del cultivo de células
SN56 revertió parcialmente el aumento de la expresión de la AChE-S, de la GSK-3β, de los
niveles de proteínas Aβ, Tau totales y fosforiladas, y la disminución de la actividad de la ChAT
y de la expresión de la AChE-R observadas tras el tratamiento sólo con cadmio. Además, la
reversión sobre la sobreexpresión de la AChE-S y la represión de la AChE-R fue menor cuando
el co-tratamiento con cadmio y antioxidante se realizó sobre células silenciadas para el RM1,
lo cual indica que el bloqueo junto a la generación de ERO median en parte la alteración de la
expresión de las variantes de la AChE. Estos datos sugieren que el cadmio induce sus efectos a
través de la generación de ERO, que a su vez induce sus efectos en parte por el bloqueo de los
RM1 a través de la alteración de la expresión de la AChE, pero otros mecanismos pueden estar
involucrados.
A este respecto, se ha descrito que también son necesarios otros receptores muscarínicos
para promover la supervivencia celular (Budd et al., 2003, 2004, De Sarno et al., 2003;
Lindenboim et al., 1995). El cadmio también podría bloquear estos subtipos de receptores
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muscarínicos o disminuir su activación debido a su capacidad para alterar la transmisión
	
colinérgica (Dwivedi, 1983), mediando así el efecto observado en las neuronas colinérgicas.
Además, las proteínas Tau presentan la capacidad de unirse y activar los receptores
muscarínicos M1 y M3 (RM3) cuya activación prolongada induce la muerte celular (Diaz-
Hernández et al., 2010; Gómez-Ramos et al., 2008). Por lo tanto, el aumento de las proteínas
Tau inducida por el bloqueo de RM1 por el cadmio podría inducir la muerte celular en las
neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal a través de la sobreactivación del RM3. En este
sentido, la estimulación del receptor muscarínico M3 se ha relacionado con una reducción en
la formación de proteínas Aβ (Nitsch et al., 1992), y su bloqueo podría mediar el efecto
observado tras el tratamiento con cadmio (Li et al., 2012), pudiendo ser éste otro posible
mecanismo que explicara estos efectos.
En función de todos lo expuesto, se puede concluir que el cadmio induce una alteración
de la transmisión colinérgica y una muerte celular más pronunciada pero no selectiva sobre las
neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal, mediada en parte por la inducción de ERO y el
bloqueo de los receptores M1 muscarínicos. El bloqueo de los receptores muscarínicos por el
cadmio está mediado en parte por la generación de ERO. Por otra parte, estas dos acciones
inducen en parte la alteración de las variantes de la AChE, las cuales inducen la sobreexpresión
de GSK-3β y un aumento en las proteínas Aβ, Tau totales y fosforiladas que dan lugar a la
muerte neuronal. Las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal, que se proyectan al
hipocampo y al neocórtex, son las más gravemente afectadas en la EA. Se ha sugerido que la
alteración de la transmisión colinérgica y la pérdida de las inervaciones colinérgicas corticales
e hipocampales del prosencéfalo basal contribuyen a los déficits cognitivos progresivos
observados en pacientes con EA (Auld et al., 2002; Kar et al., 2004; Kesner et al., 1989; Madziar
et al., 2005; Schliebs, 2005). Por lo tanto, los efectos observados sobre las neuronas colinérgicas
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del prosencéfalo basal pueden ser, en parte, responsables de los déficits de aprendizaje
observados en la toxicidad del cadmio. Por otra parte, aunque se han encontrado niveles más
altos de cadmio en los tejidos cerebrales de los pacientes con EA que en personas sanas y se ha
relacionado como un posible factor de riesgo para la EA, todavía no se ha demostrado su
implicación. Nuestros resultados podrían apoyar su posible implicación porque el cadmio alteró
los principales marcadores de la EA. Sin embargo, también podrían sugerir que la toxicidad de
cadmio puede compartir algunos mecanismos con la EA que inducen los síntomas que
comparten. Se deben desarrollar posteriores estudios con el objetivo de determinar el resto de
mecanismos involucrados en la muerte celular más pronunciada observada en las neuronas
colinérgicas y también los mecanismos completos por los que la generación de ERO y el
bloqueo de RM1 median este efecto, así como para corroborar in vivo que este efecto media los
trastornos cognitivos observados tras la exposición al cadmio. Estos resultados son de gran
interés porque podrían conducir a una mejor comprensión de los mecanismos responsables de
producir las alteraciones cognitivas inducidas por el cadmio.
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7. CONCLUSIONES
	
Primera: Los resultados de nuestra investigación demuestran que el cadmio induce, tras
24 horas de exposición, muerte celular, concentración-dependiente, sobre las neuronas del
prosencéfalo basal, siendo ésta más pronunciada sobre las neuronas colinérgicas. Este efecto
fue mediado en parte a través del bloqueo de los receptores muscarínicos M1.
Segunda: El cadmio induce muerte celular, concentración-dependiente, por apoptosis y
necrosis tras 24 horas de exposición (desde 1 µM y 10 µM respectivamente) en las neuronas
colinérgicas SN56 del prosencéfalo basal.
Tercera: El cadmio produce una disminución de los niveles de ACh tras 24 horas de
exposición (desde 1 µM) mediado por la reducción de la actividad de la ChAT.
Cuarta: El cadmio induce, tras 24 horas de exposición (desde 1 µM), la generación de
ERO y peroxidación lipídica, concentración-dependiente, en las neuronas colinérgicas SN56
del prosencéfalo basal.
Quinta: El cadmio induce, tras 24 horas de exposición (desde 1 µM), el bloqueo de los
receptores muscarínicos M1, la sobreexpresión de AChE-S y de GSK-3β, el incremento en la
formación de proteínas Aβ, Tau totales y fosforiladas y la reducción en la expresión de la
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AChE-R y de la actividad de la ChAT, concentración-dependiente, en las neuronas colinérgicas
SN56 del prosencéfalo basal.
Sexta: Las ERO generadas por el cadmio median de forma parcial el bloqueo de los
receptores muscarínicos M1, la sobreexpresión de AChE-S y de GSK-3β, en incremento en la
formación de proteínas Aβ, Tau totales y fosforiladas y la reducción en la expresión de la
AChE-R y de la actividad de la ChAT en las neuronas colinérgicas SN56 del prosencéfalo basal.
Séptima: El bloqueo de los receptores muscarínicos M1 induce de forma parcial la
sobreexpresión de AChE-S y de GSK-3β, en incremento en la formación de proteínas Aβ, Tau
totales y fosforiladas y la reducción en la expresión de la AChE-R y de la actividad de la ChAT
en las neuronas colinérgicas SN56 del prosencéfalo basal.
Octava: La sobreexpresión de AChE media la inducción de la GSK-3β y el incremento
en la formación de proteínas Aβ, Tau totales y fosforiladas y de la reducción de la actividad de
la ChAT en las neuronas colinérgicas SN56 del prosencéfalo basal.
Novena: El cadmio induce la muerte celular mediada parcialmente por medio de la
generación de estrés oxidativo, la sobreexpresión de AChE-S y de GSK-3β, el incremento en
la formación de proteínas Aβ, Tau totales y fosforiladas y la reducción en la expresión de la
AChE-R.
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Décima: La alteración de la transmisión colinérgica no tuvo efecto sobre la inducción
de muerte neuronal. El cadmio induce este efecto a través de la inducción de estrés oxidativo y
bloqueo de los receptores muscarínicos M1, que a su vez inducen el resto de mecanismos que
dan lugar a la muerte celular a través de la alteración de las variantes de la AChE.
Undécima: Se requieren estudios posteriores para determinar el resto de mecanismos
implicados en estos efectos observados en las neuronas colinérgicas y para confirmar la
implicación de estos efectos sobre las alteraciones cognitivas in vivo.
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